































































INFORMA,	 que	 la	 Tesis	 Doctoral	 titulada	 “CAMBIOS	 A	 NIVEL	 EPIGENÉTICO	 Y	
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El	 sistema	 inmune	 es	 el	 encargado	 de	 generar	 una	 respuesta	 frente	 a	 moléculas	





irreparable.	 En	 lo	 que	 se	 refiere	 a	 los	 peces,	 esta	 respuesta	 está	 orquestada	por	 células	
(monocitos/macrófagos	y	natural	killer),	componentes	moleculares,	químicos	y	físicos	que	














procedentes	 de	 peces	 infectados,	 que	 resultaron	 activados	 de	 forma	 persistente	 (con	
incremento	superior	a	1.5	veces)	sobre	controles	no	infectados	y	específicamente	aquellos	




la	 consecuente	 elaboración	 de	 una	 respuesta	 antiviral.	 	 Entre	 estos:	 la	 detección	 de	
patógenos	a	través	de	los	tlrs,	la	de	la	señalización	de	citoquinas	inflamatorias	como	el	tnf‐
α,	de	proteínas	de	carácter	antiviral	como	el	interferón,	la	activación	de	moléculas	como	las	
CRP	 que	 también	 están	 vinculadas	 al	 sistema	 inmune	 innato	 y	 el	 establecimiento	 de	 la	






reconocimiento	 de	 patógenos,	 citoquinas,	 interferones	 y	 otras	 moléculas	 con	 actividad	
antiviral	descritas	en	la	literatura.			
El	segundo	capítulo	está	dirigido	al	estudio	del	perfil	proteómico	establecido	por	las	




trabajo	 estuviese	dirigido	 a	 la	 identificación	 a	diferentes	de	 proteínas	 en	plasma	de	pez	
cebra	infectados	a	diferentes	tiempos	post	infección	con	SVCV.		Además	de	la	identificación	
de	proteínas	habitualmente	mayoritarias	en	plasma,	resultó	interesante	la	identificación	de	
las	 vitelogeninas	 y	 de	 la	 proteína	 del	 gen	 2	 inducido	 por	 reovirus	 de	 carpa	 (Gig2),	 que	
mostraron	un	mayor	incremento	respecto	a	los	peces	control.	Esta	es	la	primera	vez	que	se	


























Many	 economically	 important	 freshwater	 fish	 suffer	 diseases	 caused	 by	 viruses,	 which	
results	in	tremendous	losses	in	aquaculture.	The	outcome	of	the	virus	infection	relays	in	the	
virus	ability	to	overcome	the	host	antiviral	response.	In	recent	years	transcriptomics	and	
proteomics	 techniques	 have	 come	 up	 as	 novel	 tools	 to	 provide	 a	 comprehensive	
understanding	of	the	specific	molecular	processes	involved	in	the	response	of	the	infected	
fish	to	the	pathogen	and	its	relationship	to	disease	resistance.	







several	cell	 signaling	pathways	are	 transcriptionally	activated	 in	 the	 infected	 fish:	TGF‐β	




shown	 to	 be	 up‐regulated:	 TLRs,	 pro‐inflammatory	 cytokines,	 interferon,	 c‐reactive	
proteins,	 gig2,	 mx,	 tlrs.	 Overall	 there	 is	 a	 significant	 activation	 of	 cytokine	 signaling,	
interleukin	pathways	from	day	2	post‐infection.	GSEA	analysis	indicated	that	proteosome	










which	 further	 demonstrated	 raising	 levels	 of	 vitellogenins	 and	 gig2.	 	 Higher	 serum	














a	 single	 dose	 of	 beta‐glucan	 conferred	 partial	 protection	 against	 challenge	 with	 SVCV.	
Examination	 of	 the	 up‐regulated	 genes	 in	 the	 SVCV‐infected	 fish	 showed	 increased	
transcription	of	 il1b,	 il6,	 il8,	 il10,	tnfa	and	gig2	genes	in	the	bea‐glucan	treatment	group,	
exhibiting	a	good	correlation	with	 the	cell	 culture	data	and	pointing	 to	a	 link	between	a	


































































La	 pesca	 en	 los	 océanos,	 lagos	 y	 ríos	 ha	 sido	 una	 fuente	 importante	 de	






Existen	varias	razones	por	 las	cuales	 los	peces	tienen	una	gran	 importancia	
para	el	hombre:		
1) Tienen	 un	 valor	 biológico	 intrínseco	 como	 uno	 de	 los	 eslabones	 de	 la	
biodiversidad	al	presentar	una	gran	variedad	de	formas,	tamaños	y	colonizar	
una	gran	amplitud	de	hábitats	acuáticos.		













declarada	 y	 no	 reglamentada,	 las	 capturas	 y	 desembarques	 han	 disminuido	 y	
muchas	poblaciones	de	peces	se	han	reducido	a	un	ritmo	alarmante.	Y	aunque	las	


























Uno	 de	 los	 aspectos	 que	 influye	 negativamente	 en	 el	 desarrollo	 de	 la	













al	 no	 existir	 agentes	 antivirales	 específicos	 y	 muy	 pocas	 vacunas	 eficaces	 y/o	
autorizadas	para	el	tratamiento	de	estas	enfermedades.	Un	ejemplo	claro	de	esto	lo	
constituyen	 las	 pérdidas	 económicas	 asociadas	 a	 las	 enfermedades	 causadas	por	
rhabdovirus	en	salmónidos	cultivados	durante	2001‐2004	en	Canadá,	estimadas	en	
unos	 200	millones	 de	 euros	 [2].	 Otros	 brotes	 similares	 surgieron	 también	 en	 la	







a	 73,8	millones	 de	 toneladas,	 lo	 que	 se	 estimó	 en	 un	 valor	 de	 primera	 venta	 de	
160.200	millones	de	USD	[1].	Sin	embargo,	cada	año	aumentan	las	pérdidas	por	la	
presencia	de	diversas	enfermedades,	en	su	mayoría	generadas	por	infecciones,	que	











tratamientos	 disponibles	 frente	 a	 ellas.	 La	 O.I.E.	 establece	 en	 su	 lista	 de	




En	 la	 Unión	 Europea,	 la	 actividad	 de	 las	 granjas	 acuícolas	 están	 bajo	 la	
Directiva	Europea	2006/88/EC,	incorporada	a	 la	normativa	española	a	través	del	
Real	Decreto	526/2014,	que	regula	los	aspectos	relacionados	con	la	sanidad	de	los	
animales	 producidos	 y	 sus	 productos	 derivados,	 así	 como	 también	 regula	 la	
prevención	 y	 control	 de	 determinadas	 enfermedades	 infecciosas.	 Por	 tanto,	 es	
obligatoria	la	declaración	a	las	autoridades	veterinarias	competentes	de	cualquier	
brote	 o	 la	 sospecha	 de	 enfermedad	 de	 anemia	 infecciosa	 del	 salmón	 (ISA),	







virus		 abreviatura	 Generi	 Distribución	
Hirame	rhabdovirus	
Virus	 de	 Necrosis	 hematopoyética	
infecciosa		























































genómico.	 Cadena	 de	 polaridad	 positiva	 o	 antigenoma	 conteniendo	 las	 cinco	 proteínas	 y	 las	 regiones	 no	
codificantes.	Imagen	tomada	de	Viralzone	[6,	7].	
Al	 menos	 5	 proteínas	 estructurales	 son	 codificadas	 en	 el	 genoma	 del	




de	 regular	 el	 equilibrio	 entre	 transcripción	 y	 replicación;	 la	 fosfoproteína	 (P,	 29	
kDa);	la	proteína	matriz	(M,	26	kDa);	glicoproteína	de	superficie	(G,	57	kDa)	y	la	ARN	
polimerasa	dependiente	de	ARN	(L,	240	kDa)	(Figura	3).	Aunque	la	organización	del	
















receptor	 (Figura	 4)	 [10].	 Una	 vez	 que	 las	 partículas	 virales	 están	 incluídas	 en	 el	
endosoma,	provocan	una	disminución	del	pH,	lo	cual	desencadena	la	fusión	de	las	












a	cabo	por	 la	polimerasa	del	virus,	produciendo	 inicialmente	un	ARN	 líder	de	48	
nucleótidos,	 seguido	 de	 los	 cinco	 mensajeros	 que	 codificarán	 para	 las	 cinco	
proteínas	virales,	siempre	en	el	mismo	orden,	N,	P,	M,	G,	L.	Una	vez	sintetizadas	las	











Este	 virus	 induce	 un	 cuadro	 hemorrágico	 agudo.	 La	 enfermedad	 es	 contagiosa	 a	
varias	especies	de	carpa	y	algunas	especies	de	peces	Ciprínidos	e	Ictalúridos.		Este	
virus	 inicialmente	 fue	 clasificado	como	un	vesiculovirus	y	 recientemente	ha	 sido	




para	 las	 proteínas	G	 y	 P,	 hay	más	de	4	 genogrupos	 Ia,	 Ib,	 Ic	 e	 Id	 [12‐15].	 	 En	 lo	
























koi	 (Cyprinus	 carpio	 koi),	 el	 carpín	 (Carassius	 carassius),	 la	 carpa	 plateada	







verificando	que	 los	síntomas	en	 los	peces	cebras	son	similares	a	 los	descritos	en	















su	 genoma	 está	 totalmente	 secuenciado,	 lo	 que	 nos	 permite	 que	 los	 resultados	
obtenidos	 de	 los	 fármacos	 probados	 en	 estos	 animales	 sean	 potencialmente	
extrapolables	al	humano.	Este	pez	normalmente	se	puede	encontrar	en	ríos	de	aguas	
lentas	y	lagunas	de	la	India,	Bangladesh	y	Pakistán	[22].	Esta	región	geográfica	tiene	













reproductivo	 en	 entornos	naturales.	 Sin	 embargo,	 los	 resultados	de	una	 serie	de	
experimentos	de	laboratorio,	junto	con	observaciones	anecdóticas	derivadas	de	los	
años	de	uso	de	este	pez	 como	modelo	de	 investigación,	 ayudan	a	 tener	una	 idea	
razonable	de	la	reproducción	en	este	animal.	Se	conoce	que	las	hembras	son	capaces	
de	 desovar	 casi	 diariamente,	 hay	 autores	 que	 han	 encontrado	 que	 las	 hembras	








su	 rápido	 desarrollo	 (las	 hembras	 son	 capaces	 de	 poner	 cientos	 huevos	 en	 una	
semana),	gracias	a	esto	se	pueden	realizar	diferentes	experimentos	en	una	misma	
generación	de	animales,	 investigar	 la	evolución	de	 las	patologías	e	 identificar	 las	
causas	de	las	enfermedades	investigadas.		
Su	pequeño	tamaño	hace	fácil	su	almacenaje,	ya	que	caben	hasta	un	centenar	
de	 animales	 en	 contenedores	 de	 un	 litro	 de	 agua,	 y	 su	 sencillo	 mantenimiento	
decantan	finalmente	a	favor	del	pez	cebra	las	preferencias	de	los	científicos	como	





determinado	es	 importante	para	una	 función	en	particular	en	el	pez,	 logrando	el	
bloqueo	del	gen	en	cuestión	por	un	tiempo	determinado	[20,	24].	
Igualmente	debemos	destacar	el	 empleo	de	peces	 cebra	en	el	desarrollo	de	
investigaciones	 relacionadas	 con	 la	 respuesta	 antiviral.	 Precisamente	 por	 la	
susceptibilidad	de	este	pez	a	infecciones	víricas	desarrolladas	bajo	condiciones	de	






inmunes	 en	 los	 vertebrados	 han	 sido	 clasificadas	 como	 innatas	 o	 adaptativas.	 El	








rápida	 frente	 a	 un	 primer	 encuentro	 con	 un	 patógeno,	 inespecífica,	 incapaz	 de	
generar	memoria	inmunológica	y	pobremente	regulada.	En	el	caso	de	la	inmunidad	
adaptativa,	 que	 estaba	mediada	 por	 los	 linfocitos	 T	 y	 B,	 era	 	 considerada	 como	
específica,	y	suficientemente	capaz	de	elaborar	una	respuesta	concreta	y	distinta	
para	 cada	 antígeno,	 además	 de	 generar	 memoria	 inmunológica	 adecuada	 para	
proteger	 frente	 a	 la	 reinfección	 y	 mantenerse	 regulada	 [30].	 Además,	 se	
consideraban	respuestas	independientes.	Sin	embargo,	este	concepto	ha	cambiado	




Ahora	 bien,	 para	 producir	 una	 respuesta	 inmune	 innata,	 existen	 en	 el	
organismo	un	conjunto	de	células	encargadas	de	generar	esta	respuesta.	Entre	ellas	
se	 encuentran	 las	 células	 fagocíticas	 (macrófagos,	monocitos	 y	 granulocitos),	 las	
células	 dendríticas	 y	 las	 células	 citotóxicas	 no	 específicas.	 Estas	 células	 poseen	
receptores	 codificados	 en	 línea	 germinal,	 que	 no	 están	 sujetos	 a	 recombinación	











eficacia	 de	 la	 misma.	 Este	 reconocimiento	 se	 realiza	 mediante	 moléculas	
inmunosensoras	 llamadas	 receptores	 de	 reconocimiento	 de	 patrones	 (PRR	 del	
inglés	pattern	recognition	receptors)	que	no	requieren	de	exposición	previa	a	 los	
PAMP	 para	 interaccionar	 con	 ellos	 y	 generar	 una	 respuesta.	 Los	 PRR	 incluyen	
receptores	 similares	 a	 Toll	 (TLR	 del	 inglés	Toll‐like	 receptor),	 los	 receptores	 del	
complemento	tipo‐3	(CR3),	receptores	“scavengers”	(SR),	los	receptores	de	Dectina‐
1	(receptores	de	β‐glucano),	lectina	de	unión	a	manano	(MBL),	proteína	C‐reactiva	
(CRP),	 proteína	 amiolide	 sérica	 (SAP),	 CD‐14	 y	 proteínas	 de	 dominio	 de	
oligomerización	unidas	a	nucleótidos	(NOD)	[34].	
En	 el	 caso	 de	 los	 peces,	 para	 desarrollar	 esta	 respuesta	 inmune	 lo	 hacen	 a	
través	de	un	grupo	de	componentes	que	conforman	la	barrera	de	defensa	primaria	
contra	 diferentes	 patógenos	 como:	 virus,	 parásitos,	 bacterias	 y	 hongos.	 Esto	 es	


















La	 existencia	 de	 múltiples	 PAMPs	 y	 PRRs	 de	 detección	 de	 patógenos,	
específicamente	del	tipo	viral,	potencia	la	respuesta	celular	y	permite	una	defensa	











TLR	 han	 sido	 estudiados	 en	 el	 pez	 cebra	 tanto	 frente	 a	 bacterias	 como	 frente	 a	
estímulos	 virales.	 En	 cuanto	 al	 reconocimiento	 de	 virus,	 en	 el	 pez	 cebra	 se	 han	






robusta	 respuesta	 inmune	 inflamatoria	 [48].	 Lógicamente	 esta	 respuesta	
inflamatoria	 que	 se	 inicia	 después	 del	 reconocimiento	 del	 virus,	 es	 también	
importante	para	la	eliminación	de	patógenos	virales,	debido	a	que	una	activación	de	











barrera	 de	 defensa	 primaria	 entre	 el	 pez	 y	 su	 ambiente,	 debido	 a	 que	 contiene	
proteínas	 y	 carbohidratos	 y	 tiene	 una	 función	 protectora	 previniendo	 la	
colonización	 en	 su	 superficie,	 de	 parásitos,	 bacterias	 y	 hongos,	 a	 través	 de	 una	
continua	pérdida	y	reemplazo	[50].	El	mucus,	además	de	la	mucina,	está	compuesto	
por	precipitinas	inespecíficas,	aglutininas,	proteína	C‐reactiva	(CRP)	y	lisozima,	las	
cuales	 constituyen	 una	 barrera	 de	 defensa	 química	 primaria.	 También,	
internamente,	el	mucus	 tapiza	 las	paredes	del	 tracto	digestivo	que,	 junto	 con	pH	
extremos	y	enzimas	proteolíticas,	sirven	de	defensa	contra	potenciales	patógenos.	
Muchas	 de	 estas	 funciones	 de	 reconocimiento	 y	 de	 regulación	 son	 parte	 de	 la	












una	 infección	 viral,	 una	 estimulación	 inmune	 o	 una	 variedad	 de	 estimuladores	









IFN)	 los	 cuales	 activan	 varias	 rutas	 provocando	 respuestas	 versátiles	 ante	 las	






del	 complemento	 consiste	 en	 una	 cascada	 enzimática	 compleja	 que	 comprende	
varias	 glicoproteínas	 inactivas,	 que	 son	 activadas	 por	 una	 de	 las	 tres	 rutas	 de	
activación	 conocidas:	 clásica,	 alternativa	 y	 la	 mediada	 por	 lectina	 [56,	 57].	 Las	
funciones	 del	 sistema	 del	 complemento	 incluyen	 actividad	 lítica	 (para	 virus,	
bacterias	 y	 parásitos)	 y	 neutralización	 de	 exotoxinas	 bacterianas.	 También	
proporciona	 señales	 de	 patógenos	potenciales	 para	 el	 huésped	 y	 contribuye	 a	 la	
degradación	de	los	patógenos	a	través	del	reclutamiento	de	las	células	inmunes	y	
opsonización	[58].	De	esta	forma	el	complemento	juega	un	papel	en	el	aclaramiento	









adquirida.	 Estos	 elementos	 no	 específicos	 incluyen	 péptidos	 antimicrobianos	
(AMPs)	que	se	describirán	más	adelante,	la	lisozima,	lectinas,	etc.	entre	otros.		
Los	AMPs,	tienen	un	amplio	espectro	de	acción	relacionados	con	la	interacción	
con	el	patógeno	a	 través	de	su	membrana,	o	afectando	blancos	 internos,	como	 la	
replicación	del	ADN	y	la	síntesis	de	proteínas,	e	interactuando	con	el	huésped	con	
funciones	 inmunomoduladoras	 de	 la	 regulación	 del	 proceso	 inflamatorio	 y	 de	 la	
cicatrización	[59].	Se	ha	demostrado	que	en	condiciones	fisiológicas	y	durante	una	
infección,	la	capacidad	inmunomoduladora	de	muchos	AMPs	es	más	importante	que	




El	 sistema	 inmune	 adaptativo	 en	 el	 pez	 está	 compuesto	 de	 un	 conjunto	 de	
células	sistémicas	que	son	las	encargadas	de	procesar	la	información	para	eliminar	
o	 prevenir	 desafíos	 de	 patógenos.	 El	 sistema	 inmune	 adaptativo	 en	 ocasiones	 es	
activado	por	el	sistema	inmunitario	innato	"no	específico”.	La	inmunidad	adaptativa	
no	es	una	respuesta	específica	contra	 la	presencia	de	antígenos,	y	 juega	un	papel	
vital	 en	 la	 protección	 contra	 infecciones	 recurrentes	 mediante	 la	 generación	 de	
células	 de	 memoria	 (inmunidad	 mediada	 por	 células)	 [38,	 64].	 Se	 divide	 en	
inmunidad	 humoral,	 basada	 en	 la	 producción	 de	 inmunoglobulinas	 (Ig)	 por	 los	
linfocitos	B,	e	inmunidad	celular,	mediada	por	los	linfocitos	T	colaboradores	“helper”	
(CD4+),	 los	 cuales	 inducen	 la	 producción	 de	 linfocitos	 T	 citotóxicos	 (CD8+)	 y	 la	
activación	 de	 macrófagos	 [65‐67].  Esta	 respuesta	 desarrollada	 por	 células	 T	 e	




específicas,	 algunas	 de	 las	 cuales	 darán	 lugar	 a	 la	 respuesta	 inmune	 primaria,	
mientras	 que	 otras	 permanecen	 como	 células	 de	 memoria	 que	 generarán	 una	
respuesta	secundaria.	Esta	respuesta	es	más	rápida	y	de	mayor	magnitud	frente	a	
las	subsiguientes	exposiciones	al	antígeno	(respuesta	inmune	secundaria)	[38,	67].	












anticuerpos	 puede	 tardar	 en	 elaborarse	 más	 de	 seis	 semanas.	 Al	 igual	 que	 en	
mamíferos,	 en	 peces	 son	 los	 anticuerpos	 los	 que	 confieren	 la	 especificidad	 al	
reconocimiento.	Sin	embargo,	en	el	caso	de	los	peces	parece	existir	un	repertorio	de	
anticuerpos	 menos	 diversos	 [38]	 y	 fundamentalmente	 constituido	 por	









Actualmente	 existen	 varios	 ejemplos	 de	 producción	 de	 anticuerpos	
neutralizantes	en	peces	contra	virus.	Uno	de	los	ejemplos	que	más	destaca	es	el	caso	












hace	 años	 en	 plantas	 e	 invertebrados	 [73,	 74].	 Además,	 en	 los	 mamíferos	 hay	




también	 "memoria"	 y	 otras	 características	 adaptativas,	 como	 el	 aumento	 de	 las	
respuestas	a	las	reinfecciones.	El	término	"inmunidad	entrenada"	se	ha	propuesto	
para	 describir	 tales	 respuestas	 [74],	 a	 pesar	 de	 que	 su	 existencia	 había	 sido	
previamente	demostrada	 en	plantas	 e	 invertebrados	 [73].	 Los	principales	 rasgos	
que	definen	la	inmunidad	entrenada	son	los	siguientes:		










































Un	 inmunoestimulante	 es	 una	 sustancia	 natural	 o	 de	 síntesis	 química	 que	
estimula	 el	 sistema	 inmunitario	 por	 medio	 de	 vacunas	 específicas	 (vacunas	 o	
antígenos)	o	no	específica	(independientemente	de	la	especificidad	antigénica)	[88].	
En	 el	 caso	 de	 los	 inmunoestimulantes	 de	 naturaleza	 química,	 son	 aquellos	 que	
existen	 como	 elementos	 estructurales	 principalmente	 de	 las	 bacterias,	 hongos	
miceliales	y	 levaduras,	que	activan	 los	 leucocitos	y	por	 tanto	 confieren	al	 animal	

















en	 los	 peces	 y	 a	 la	 facilidad	 de	 sus	 aplicaciones.	 La	 valoración	 del	 efecto	 de	 los	
inmunoestimulantes	 va	 dirigida	 a	 la	 evaluación	 de	 parámetros	 vinculados	 a	 la	
inmunidad	 y	 sus	 consecuencias	 en	 el	 sistema	 inmune	 innato.	 Anteriormente	
habíamos	planteado	que	el	sistema	inmune	innato	tiene	componentes	celulares	y	
humorales	a	través	de	los	cuales	realiza	su	función	protectora.	Entre	sus	principales	
componentes	 a	 nivel	 celular	 están	 los	 leucocitos,	 monocitos,	 macrófagos	 y	
granulocitos	[90].		
En	 Salmoniformes,	 Cypriniformes	 y	 Perciformes	 los	 tipos	 celulares	 más	
abundante	son	los	granulocitos	y	neutrófilos	[91].	En	el	caso	de	los	neutrófilos	y	los	
macrófagos,	 ellos	 son	 los	 responsables	 de	 la	 producción	de	moléculas	 bioactivas	
para	 el	 reconocimiento	 y	 destrucción	 de	 patógenos,	 establecer	 la	 comunicación	
celular,	 además	 de	 activar	 e	 iniciar	 una	 respuesta	 inmune	 adaptativa,	 para	
finalmente	crear	una	respuesta	y	reparar	 los	 tejidos.	Otro	aspecto	 importante	de	
estos	tipos	celulares	es	que	son	responsables	de	llevar	a	cabo	la	fagocitosis,	lo	cual	
constituye	 uno	 de	 los	 principales	mecanismos	 de	 la	 inmunidad	 innata,	 al	 lograr	
eliminar	bacterias,	virus	y	parásitos.	Este	mecanismo	de	eliminación	de	microbios	
desencadena	así	diversos	procesos	antimicrobianos,	incluyendo	la	activación	de	una	












los	 probióticos,	 lipopolisacáridos	 (LPS)	 y	 algunos	 péptidos	 antimicrobianos	
(betadefensinas,	hepcidinas,	etc.)	[93].		
Betaglucanos.			
Los	 betaglucanos	 son	 homopolímeros	 lineales	 de	 unidades	 de	 glucosa	
enlazadas	 a	 travñes	 de	 enlaces	 O‐glicosídicos	 del	 tipo	 β(1,3),	 con	 posibles	




Mucho	 se	 ha	 escrito	 en	 lo	 relacionado	 al	 mecanismo	 de	 entrada	 de	 los	
betaglucanos,	 inclusive	 se	han	propuesto	 los	 receptores	de	 interacción	 con	 estas	
moléculas,	 describiéndose	 la	Dectina‐1	 (pertenece	a	 los	 receptores	 similares	 a	 la	
lectina	tipo	C)	y	el	TLR2,	como	moléculas	fundamentales	en	la	señalización	de	los	
betaglucanos.	La	unión	cooperativa	de	la	Dectina‐1	y	el	TLR2,	inducen	un	aumento	
de	 la	 producción	 de	 IL‐10,	 IFNγ	 e	 IL‐2	 [96,	 97].	 Otros	 estudios	 han	 sugerido	 la	






Además	 se	 ha	 demostrado	 que	 el	 reconocimiento	 de	 betaglucanos	 activa	












génica	 sin	 modificar	 la	 secuencia	 del	 ácido	 desoxirribonucleico	 (ADN).	 Esta	
disciplina	representa	un	puente	entre	las	influencias	genéticas	y	ambientales	en	el	
desarrollo	de	un	 fenotipo.	Los	cambios	epigenéticos	permiten	que	unos	genes	se	
expresen	 o	 no,	 en	 función	 de	 condiciones	 exteriores,	 y	 son	 esenciales	 en	 la	
diferenciación	celular	y	tisular	que	tiene	lugar	durante	el	desarrollo	embrionario,	y	
también,	en	los	organismos	adultos	[102].		
Las	 modificaciones	 epigenéticas	 son	 importantes	 en	 la	 regulación	 de	 los	
mecanismos	 celulares	 y	 vías	 durante	 el	 desarrollo	 embrionario,	 en	 la	 función	de	
memoria,	en	la	inmunidad	y	en	la	enfermedad	[103,	104].	Aunque	las	mutaciones	
afectan	 directamente	 al	 material	 genético	 cambiando	 el	 código	 genético,	 las	
modificaciones	epigenéticas	cambian	la	estructura	de	la	cromatina	o	modifican	el	
ácido	 nucleico	 sin	 alterar	 el	 código	 genético.	 Esto	 hace	 que	 las	 modificaciones	
epigenéticas	sean	reversibles,	flexibles	y	que	rápidamente	respondan	a	los	cambios	
en	 el	 ambiente	 y	 otras	 exposiciones.	 Basado	 en	 esta	 capacidad,	 el	 estudio	 de	 las	
modificaciones	epigenéticas	es	una	importante	interfaz	entre	el	medio	ambiente	y	










de	 patógenos	 (incluidos	 los	 virus)	 y	 una	 variedad	 de	 agentes	 causantes	 de	
enfermedades	inflamatorias	y	malignas	[2].		
Las	 modificaciones	 en	 las	 colas	 amino‐terminales	 de	 las	 histonas	 (acetilación,	





conformacionales	en	 las	estructuras	de	 la	cromatina	[107,	108].	Se	conoce	que	 la	
metilación	 de	 las	 colas	 de	 las	 histonas,	 en	 algunos	 casos,	 genera	 una	 estructura	




que	 se	 ha	 planteado	 que	 las	 funciones	 de	 los	 macrófagos	 están	 reguladas	 por	
modificaciones	de	las	histonas,	estableciendo	de	esta	forma	una	reprogramación	de	
la	 inmunidad	 [110‐112].	 Por	 ejemplo,	 algunos	 procesos	 de	 desacetilaciones	 y	
metilaciones	en	los	residuos	de	lisina,	de	las	colas	de	las	histonas,	pueden	contribuir	
al	aumento	de	la	transcripción	de	genes	de	citoquinas	inflamatorias,	llevando	a	cabo	














































































Este	 trabajo	 se	 desarrollado	 en	 el	 marco	 del	 proyecto	 AGL2014‐15773‐C3	
(MINECO)	denominado	 “Buscando	aplicaciones	para	 la	memoria	 innata	 ("trained	
























































































































Los	 peces	 cebra	 adultos	 (D.	 rerio)	 (6‐7	 cm	 de	 longitud)	 fueron	 obtenidos	
comercialmente	 y	mantenidos	 a	 28°C	 en	 tanques	 de	 30	 litros,	 equipados	 con	 un	
sistema	 de	 recirculación	 de	 agua	 declorada.	 Los	 peces	 fueron	 alimentados	
diariamente	 con	alimento	 comercial.	Antes	de	 los	 experimentos	 los	peces	 fueron	
aclimatados	 a	 una	 temperatura	 de	 22°C	 condiciones	 de	 laboratorio	 durante	 2	
semanas.	Todos	los	procedimientos	realizados	en	este	trabajo	fueron	desarrollados	




22°C,	 durante	 5	 días	 hasta	 lisis	 total	 del	 cultivo	 celular	 [13].	 Posteriormente	 el	
sobrenadante	de	 células	 infectadas	 con	SVCV	 fue	 clarificado	por	 centrifugación	a	






de	 CO2	 con	 medio	 de	 cultivos	 RPMI‐1640	 Dutch	 modificado	 (Gibco,	 Invitrogen	
Corporation,	UK)	conteniendo	10%	de	suero	fetal	bovino	(SFB)	(SIGMA,	USA),	1	mM	
de	 piruvato	 (Gibco,	 Invitrogen	 Corporation,	 UK),	 2mM	 de	 Glutamina	 (Gibco,	
Invitrogen	 Corporation,	 UK),	 50	 µg/mL	 de	 gentamicina	 (Gibco,	 Invitrogen	
Corporation,	UK)	y	2 µg/mL	fungizona	(Gibco,	Invitrogen	Corporation,	UK).						
Infecciones	de	peces	cebra	con	SVCV.	












tanques	 de	 agua	 declorada	 limpia	 y	 el	 flujo	 de	 aire	 fue	 restaurado	 (Figura	 9)	 el	
diseño	experimental.	Pasadas	las	primeras	24	horas	de	la	infección,	se	comenzó	con	
la	 toma	 de	 muestras	 de	 órganos	 de	 los	 animales	 tratados	 y	 sin	 tratar	 para	 la	




Para	 el	 análisis	 de	 la	 reprogramación	 epigenética	 se	 realizó	 una	
inmunoprecipitación	de	cromatina	(ChIP),	utilizando	el	Kit	 Imprint	CHIP	(SIGMA,	
Missouri,	 EE.UU)	 y	 siguiendo	 las	 instrucciones	 descritas	 por	 el	 fabricante,	 a	
continuación	explicamos	brevemente	el	procedimiento	[119].	Primero	realizamos	
la	 extracción	 del	 tejido.	 Los	 peces	 fueron	 sacrificados	 por	 sobreexposición	 al	




































la	 Empresa	 Bioarrays	 (Elche,	 UMH),	 y	 se	 procedió	 con	 la	 secuenciación	 de	 las	
muestras.	 Para	 esta	 parte	 del	 trabajo	 se	 desarrolló	 el	 análisis	 de	 las	 siguientes	




Se	 construyeron	 las	 librerías	 empleando	 el	 kit	 NEBNext	 Ultra	 II	 DNA	
Preparación	de	librerías	para	Illumina	(Lucigen,	Inglaterra)	[120].	Posteriormente	
se	secuenciaron	las	librerías	empleando	un	equipo	Illumina	NextSeq500,	en	modo	
2x75.	 Las	 lecturas	 obtenidas	 se	 sometieron	 a	 un	 control	 de	 calidad	mediante	 el	
programa	FastQC	y	un	filtrado	estándar	mediante	el	programa	Trimmomatic	[121].	
Seguidamente	 se	 realizó	 un	 alineamiento	 de	 las	 lecturas	 al	 genoma	 D.	 rerio	
GRCz10.85	 empleando	 el	 programa	 Bowtie2	 [122].	 El	 análisis	 de	 los	 datos	 del	
experimento	ChIPSeq	se	realizó	empleando	el	programa	MACS	[123].	Este	programa	




esta	 fase	 del	 análisis	 se	 detectan	 los	 picos	 de	 lecturas	 (regiones	 con	 un	
número	elevado	de	lecturas	alineadas,	respecto	al	conjunto	del	genoma).		










 Análisis	 diferencial:	 el	 programa	MACS,	 en	 una	 segunda	 fase,	 es	 capaz	 de	
detectar	cambios	de	un	conjunto	de	muestras	respecto	a	otro.	Este	tipo	de	






lectura	 se	 detectaron	 utilizando	 el	 algoritmo	 de	 agrupación	 espacial	 para	 la	
identificación	 de	 regiones	 enriquecidas	 en	 ChIP	 (SICER)	 [126].	 Para	 detectar	 las	
regiones	 enriquecidas	 utilizamos	 el	 programa	 IGV	 (Integrative	Genomics	Viewer)	
que	permite	 la	 visualización	de	 los	picos	 [127].	Estos	 se	obtuvieron	ajustando	el	





Incialmente	 realizamos	 un	 análisis	 bruto	 de	 limpieza	 de	 todos	 los	 datos	
obtenidos,	 eliminando	 aquellas	 lecturas	 que	 no	 eran	 asignadas	 a	 ningún	 gen	 en	






GESTALT	 (http://www.webgestalt.org/option.php),	 la	 cual	 tiene	 incluido	
en	su	base	de	datos	al	pez	cebra	como	organismo,			lo	que	permite	integrar	
el	 análisis	 funcional	 de	 conjuntos	 de	 genes	 enriquecidos	 y	 su	 análisis	
estadístico	 [128].	 La	 particularidad	 de	 esta	 aplicación	 es	 que	 permite	






2. El	segundo	método	de	análisis	 lo	realizamos	empleando	 la	aplicación	del	
GSEA	 (http://software.broadinstitute.org/gsea/index.jsp).	 Este	 programa	
nos	permite	analizar	los	conjuntos	de	genes	enriquecidos	dado	un	listado	







generados	 (SVCV‐1d,	 SVCV‐2d,	 SVCV‐5d),	 en	 este	 caso	 solo	 incluimos	 los	 genes	
identificados.	Al	realizar	el	análisis	las	listas	de	genes	por	cada	grupo	se	obtuvo	un	
listado	de	los	conjuntos	de	genes	que	podrían	ser	los	más	enriquecidos,	teniendo	en	






expresión	génica,	 sino	más	bien	en	cómo	 interpretar	 los	resultados	para	obtener	
más	 información	 sobre	 los	mecanismos	 biológicos.	 En	 un	 experimento	 típico,	 se	
generan	 perfiles	 de	 expresión	 de	 miles	 de	 genes	 de	 una	 colección	 de	 muestras	
pertenecientes	a	diferentes	grupos,	por	ejemplo	infectados	con	virus	y	sin	infectar	
[132].	 Los	 genes	 pueden	 ser	 ordenados	 en	 una	 serie	 de	 listas	 clasificadas	 por	 el	
investigador	 en	 base	 a	 funciones	 biológicas	 conocidas,	 según	 su	 expresión	
diferencial	entre	 los	grupos.	El	desafío	es	a	partir	de	esta	 lista	de	genes,	obtener	










ii) Que	 podamos	 obtener	 una	 larga	 lista	 genes	 con	 expresión	
estadísticamente	 significativa	 y	 sin	 ningún	 significado	 biológico	
unificador.	 Evidentemente	 la	 interpretación	 podría	 resultar	
desalentadora.			
iii) Además,	el	análisis	de	un	solo	gen	puede	no	tener	efectos	importantes	en	





grupos,	 puede	 que	 los	 genes	 listados	 con	 diferencia	 significativa	 no	
tengan	ningún	solapamiento.			






















Tabla	1.3:	Conjunto de genes (GS) seleccionados a partir del microarray diseñado en el laboratorio del Dr. Julio 
Coll, todos ellos relacionados con la respuesta inmune en pez cebra (Agilent's ID 47562). 
Nombre ruta genes Nombre de ruta en KEGG  genes Nombre WIKI ruta  genes 
Péptidos antimicrobianos, amp. 9 






Apoptosis, apo. 36 Apoptosis. 25 Apoptosis-wikipathway. 49 
Complemento, com. 36 
Células epiteliares e invasion 
bacteriana. 
35 
Modulación de la apoptosis 
por hsp70. 
13 
Cluster  de diferenciación de 
antigenos antigens, cdi. 
281 
Señalización de receptors de 
células B. 
42 
Receptor de células B. 
Wikipathway 
94 
quimioquinas, chk 45 Señalización de quimiocinas. 46 Señalización de EGFR1. 103 
Citocromo, cyp 51 
Cascada del complement y 
coagulación. 
51 Señalización de EPO. 20 
Proteínas alta movilidad, hmg 11 Detección de ADN citosólico. 24 Cascada Erk1-erk2 MAPK. 71 
Proteínas dominio homo, hom 59 
Células epiteliales y 
Helicobacter pylori. 
31 Fas y la inducción de estrés 28 
proteínas Heat shock, hsp 97 Señalización de Fc epsilon RI. 59 Señalización FGF.  62 
Interferón, ifn 36 
Fc gamma R mediada por 
fagocitosis. 
38 Señalización de proteína G.  17 
Immunoglobulinas, igs 45 
Linaje de células 
hematopoyéticas. 
58 Interleukin2. 50 
Interleuquins, ils 47 Hepatitis C. 59 Interleukin3. 65 
Quinasas, kin 60 Infección de Herpes simple.  85 Interleukin4. 38 
Macrófagos, mac 37 Infección HTLV-I.  104 Interleukin5. 43 
Complejo mayor de 
histocompatibildiad, MHC 
34 
Sistema immune en la vía 
intestinal e IgA. 
29 Interleukin6. 61 
Proteínas inducidas por mixovirus, 
MX 
6 Influenza A. 86 Interleukin7. 29 
Receptors nuevos tipos immune, 
NITR 
17 Señalización Jak-STAT. 23 Interleukin9. 14 
Oncogenes 45 Malaria. 34 
Adhesion celular mediada por 
integrinas. 
49 
Receptors de células T, tcr 2 Señalización MAPK.  99 Cascada MAPK.  20 
Receptors tipo Toll, TLR 21 Sarampión. 65 Señalización MAPK. 36 
Tumor necrosis factor, TNF 26 
Citotoxicidad medada por 
células natural killer. 
59 Señalización P38-MAPK. 27 
Factores de transcripción, TRA 606 
Señalización por receptors tipo 
NOD. 
38 
Activación de degradación en 
el proteosoma. 
36 
proteinas inducidas por VHSV, VIG 2 
Señalización por receptors tipo 
RIG-I. 
42 Senescencia and autophagia. 42 
Factores de Zin finger, zin 36 






Proteína C reactiva, crp 7 Señalización de TGF-β. 39 




Señalización receptores tipo 
Toll.  
60 Receptor TGF-β Wikipathway. 93 




    Señalización PI3K-Akt. 73 Señalización TNF-α  y NF-kβ.  111 
    Salidas de proteínas. 19 




Procesamiento de proteínas en el 
reticulo endoplásmico. 
63 









Al	 realizar	 el	 análisis	 en	 el	 programa	 GSEA,	 se	 obtuvieron	 los	 datos	 de	
puntuaciones	para	conjunto	de	genes	(Enrichement	Score)	y	la	normalización	de	este	












como	 los	 más	 propensos	 a	 generar	 hipótesis	 interesantes,	 pero	 no	 obstante	
proporciona	resultados	de	análisis	para	 todos	 los	 conjuntos	de	genes	analizados.	
Otro	 de	 los	 valores	 que	 tuvimos	 en	 cuenta	 y	 de	 forma	 principal	 fue	 el	 valor	
normalizado	de	p	(valor‐p)	<0,05,	el	cual	se	utilizó	como	valor	de	corte	y	este	valor	
estima	 la	 significación	 estadística	 de	 la	 puntuación	 de	 enriquecimiento	 para	 un	
único	conjunto	de	genes.	
Visualización	de	interacción	de	los	genes.		
Una	 vez	 analizados	 los	 listados	 de	 genes	 a	 través	 del	 GSEA,	 decidimos	
desarrollar	 una	 visualización	 de	 las	 rutas,	 y	 para	 ello	 se	 utilizó	 el	 programa	
Cytoscape	 [135],	 el	 cual	 nos	 permitió	 tener	 una	 imagen	 global	 de	 las	 rutas	
moduladas	por	la	expresión	génica	en	peces	infectados	y	a	diferentes	tiempos.		
Igualmente	 se	 utilizó	 el	 programa	 STRING	 [136]	 para	 desarrollar	
visualizaciones	 de	 interacciones	 moleculares,	 lo	 cual	 nos	 permitió	 obtener	 una	
imagen	de	las	interacciones	establecidas	entre	los	genes	o	proteínas	de	interés.		
Ensayo	de	proteómica.		
Primeramente,	 se	 realizó	 un	 experimento	 de	 infección	 con	 SVCV	 in	 vivo,	 y	
siguiendo	las	indicaciones	descritas	en	el	apartado	“Infecciones	de	peces	cebra	con	
SVCV”.	 Para	 la	 obtención	 del	 plasma,	 los	 peces	 fueron	 anestesiados,	 y	
posteriormente	desinfectados	 con	 etanol	 al	 70%.	 Seguidamente	 se	 les	 realizó	un	















lisis	(9M	 urea/	 2M	 tiourea/	 5%CHAPS	 /	 2mM	 TCEP+	 cóctel	 antiproteasas)	y	 se	
cuantificaron	 después	 con	 el	 reactivo	 de	 PIERCE	 660nm	 Protein	 Assay	 [138].	 A	
continuación,	las	muestras	se	precipitaron	por	el	método	de	metanol/cloroformo	y	




se	 inyectó	 1	 ug	 de	 cada	 digerido	 en	 el	 equipo.	 El	 método	 empleado	 para	 la	
adquisición	 de	 los	 datos	 fue	 una	 combinación	 de:	cromatografía	 líquida	de	 250	
minutos	a	lo	largo	de	la	cual	se	separaron	los	péptidos	por	su	polaridad	(mediante	
una	columna	de	fase	reversa	C‐18)	y	después,	los	péptidos	eluidos	se	fragmentaron	
en	 el	 espectrómetro	 de	 masas	 TRIPLE‐TOF	 (LC‐MS/MS).	 Los	 "rawdata"	 se	
exportaron	y	se	lanzó	una	búsqueda	usando	el	motor	de	búsqueda	MASCOT	frente	















tampón	de	muestra	5X	 (Tris/HCl	60	mM,	 glicerol	25%	v/v,	 SDS	2%	p/v,	 azul	de	













glicina‐SDS),	 la	 proteína	 presente	 en	 los	 geles	 se	 transfirió	 a	 una	membrana	 de	
nitrocelulosa	durante	1	h	a	100	V	en	tampón	de	transferencia	(25	mM	Tris	base	pH	




Seguidamente	 la	 membrana	 bloqueada	 se	 incubó	 durante	 toda	 la	 noche	 con	 el	
anticuerpo	 (Ac)	 primario	 (Ac	 policlonal	 de	 ratón	 anti‐Vitelogenina	 2	 (Abcam,	
Cambridge;	 United	 Kingdom)	 o	 con	 Ac	 policonal	 de	 conejo	 anti‐Actina)	 (SIGMA.	






lavados	 con	 tampón	 de	 lavado	 (PBS,	 0.05	 %	 Tween‐20),	 las	 membranas	 se	




ECL	 (Amersham	 Biosciences,	 UK).	 Las	 membranas	 se	 expusieron	 a	 la	 luz	 y	 se	
revelaron	 utilizando	 el	 procesador	 X‐OMAT	 1000	 (Kodak,	 EEUU).	 Las	 bandas	
obtenidas	 se	 fotografiaron	 y	 cuantificaron	 por	 densitometría,	 empleando	 el	
programa	Total‐LAB.	
Determinación	 de	 proteínas	 activas	 usando	 la	 técnica	 de	
inmunofluorescencia.		
Los	 experimentos	 de	 determinación	 de	 proteínas	 activas	 fueron	 llevados	 a	





lavado,	 las	 células	 se	 fijaron	 otra	 vez	 con	metanol	 frío	 durante	 15	min	 a	 ‐20	 °C.	
Seguidamente,	 fueron	 incubadas	 con	 tampón	bloqueante	 (suero	de	cabra	al	5	%,	
Tritón	X‐100	al	0,2	%	diluido	en	PBS)	durante	1	hora.	Pasado	este	tiempo	las	células	
se	incubaron	durante	toda	la	noche	a	4	°C	con	el	anticuerpo	primario	(Anticuerpo	
primario	 producido	 en	 conejo	 contra	 Il‐1B)	 diluido	 100	 veces	 en	 tampón	 de	
dilución:	PBS	conteniendo	0,3	%	de	Tritón	X‐100	y	1	%	de	albumina	sérica	bovina	
(SIGMA.	Missouri,	EEUU).	Luego,	las	células	se	lavaron	3	veces	con	PBS	y	más	tarde	
se	 incubaron	 con	 el	 anticuerpo	 secundario	 (Anticuerpo	producido	 en	 conejo	AF‐
488)	 (SIGMA,	 Misouri;	 USA)	 diluido	 en	 tampón	 de	 dilución	 durante	 1	 hora.	
Seguidamente	 las	 células	 fueron	 lavadas	 3	 veces	 con	 PBS	 durante	 20	 min.	 Las	
monocapas	 de	 células	 fueron	 observadas	 y	 fotografiadas	 con	 un	 equipo	 Incell	
(Analyzer	6000,	Cell	image	system;	GE	Healthcare).		
Para	 el	 desarrollo	 del	 ensayo	 de	 inmunofluorescencia	 se	 utilizaron	 los	 de	








Para	 evaluar	 la	 protección	 frente	 a	 la	 infección	 con	 SVCV,	 o	 el	 efecto	 en	 el	
sistema	inmune	de	los	inmunoestimulantes,	los	peces	cebra	fueron	separados	en	2	












muestras	 de	 órganos	 de	 cada	 grupo	 (3	 peces)	 para	 determinación	 de	 expresión	












DNAasa	 (RQ1	 RNAse‐Free	 DNAse,	 Promega)	 se	 resuspendió	 en	 agua‐DEPC	 y	 se	
guardó	a	‐80	ºC	hasta	su	uso.		
En	 el	 caso	 de	 los	 cultivos	 celulares	 de	 células	 ZF4,	 tratados	 con	 Zym‐Bgc	
(5µg/mL)	 durante	 24	 horas	 a	 28°C,	 tras	 las	 incubaciones	 correspondientes	 se	
procedió	a	la	extracción	del	ARN.	En	este	caso	utilizando	el	kit	E.Z.N.A.®	Total	RNA	
(Omega	 Bio‐Tek,	 Inc.,	 United	 States)	 siguiendo	 las	 indicaciones	 del	 fabricante.	




del	virus	 “Moloney	murine	 leukaemia	virus”	MMLV‐RT	(Gibco	BRL	 Invitrogen,	CA,	
EEUU).	 Brevemente,	 1μL	 de	 cebadores	 random	 hexamers	 (0,5	 μg/mL)	 (Applied	
Biosystems,	Melbourne,	Australia)	y	1μL	de	mezcla	de	dNTPs	10	mM	se	incubaron	
durante	5	min	a	65	°C.	Después,	se	añadieron	4	μL	de	tampón	5x	(250	mM	Tris‐HCl,	
pH	 8,3,	 375	mM	KCl,	 15mM	MgCl2)	 y	 2µLde	 0,1M	 ditiotreitol	 (DTT)	 y	 1μL	 de	 la	






















































il10	 Fw: 5´-ATTTGTGGAGGGCTTTCCTT-3´ 
Rv: 5´-AGAGCTGTTGGCAGAATGGT-3´ 
NM_001020785	
inf‐phi1	 Fw: 5´-AGTTGTGAAAAGCCACCTTCAGA-3´ 
Rv: 5´-CATGTGTGACACTCAAGGATTGAC-3´ 
NM_207640	








tnf‐a	 Fw: 5´-AAGCCACTTTTCAGTGCAATCC-3´ 
Rv: 5´-AGCGCCGAGGTAAATAGTGTTG-3´ 
BC167066.1	
gig2l	 Fw: 5´-GGGGTTTTGCCAGTCTAAGGA-3´ 
Rv: 5´-GCCAGGTTTTCTGCAGTGGA-3´ 
NM_001245989.1	
tlr3	 Fw: 5´-TGACTGCACCTGTGAGAGCAT-3´ 
Rv: 5´-GGACAAAGGATCAAAGTTCATTACAGA-3´ 
NM_001013269	
hepc	 Fw: 5´-CAGCAGGTACAGGATGAGCA-3´ 
Rv: 5´-AGCCTTTATTGCGACAGCAT-3´ 
NM_205583.2	



















con	 el	 control	 de	 células	 no	 tratadas	 se	 utilizó	 un	 test	 t	 de	 Student.	 Los	 gráficos	
representaron	 las	 medias	 de	 viabilidad	 celular	 de	 cada	 tratamiento	 con	 su	










































































La	epigenética	 (del	griego	epi:	 “sobre”	y	genetikos:	 “genitivo,	génesis,	origen”)	es	 la	
disciplina	 que	 estudia	 los	 rasgos	 hereditarios	 como	 consecuencia	 de	 cambios	 en	 la	
estructura	de	los	cromosomas	sin	afectar	la	secuencia	de	ADN	[1].	De	esta	forma,	se	
entiende	por	epigenética	el	mecanismo	mediante	el	cual	los	factores	ambientales	son	
capaces	 de	modificar	 el	 fenotipo	 sin	 alterar	 el	 genotipo	 [2].	 Entre	 estos	 factores	 se	
encuentran	la	influencia	de	la	dieta	[3],	el	comportamiento	[5],	el	estilo	de	vida	[6]	y	el	
envejecimiento	[7].		













bases	 de	 ADN,	 como	 las	 cuentas	 de	 un	 rosario	 [109].	 Esta	 estructura	 mantiene	 la	
estabilidad	 y	 lo	 que	 es	 más	 importante,	 la	 inaccesibilidad	 de	 los	 factores	 de	
transcripción	al	genoma	del	ADN,	lo	cual	regula	la	transcripción	de	cada	gen	[142].	Por	
lo	tanto,	esta	organización	estructural	debe,	necesariamente,	ser	dinámica	y	atravesar	











La	 epigenética	 estudia	 la	 metilación	 del	 ADN	 y	 otros	 cambios	 químicos	 o	
modificaciones	que	puedan	ocurrir	en	las	histonas.	A	través	de	estos	mecanismos	es	
posible	 modular	 la	 unión	 de	 factores	 de	 trascripción,	 la	 expresión	 de	 genes,	 la	
utilización	 de	 sitios	 de	 inicio	 de	 transcripción	 alternativos	 y	 los	 llamados	 sitios	 de	
splicing	 alternativo	 [144,	 145].	 También	 es	 capaz	 de	 regular	 el	 desarrollo	 [146],	 la	
estabilidad	del	genoma,	 la	 impronta	genómica,	 la	 inactivación	del	cromosoma	X	y	 la	
identidad	celular	[147].	De	ahí	que	podamos	entender	todas	estas	modificaciones	como	
mecanismos	reguladores	de	la	expresión	génica,	capaces	de	modular	la	mayoría	de	los	
















poco	 accesibles	 a	 los	 activadores	 de	 la	 transcripción,	 quedan	 de	 esta	 forma	
“silenciadas".	
La	regulación	epigenética	se	establece	entre	el	genotipo	y	el	 fenotipo,	 cambiando	 la	
función	 del	 locus	 del	 gen	 sin	 cambiar	 la	 secuencia	 del	 ADN	 subyacente.	 Durante	 la	
última	década,	los	progresos	en	la	investigación	en	este	campo	han	revelado	una	serie	
de	factores	epigenéticos	que	dan	forma	y	regulan	el	estado	de	la	cromatina,	dando	lugar	
a	 cambios	 en	 los	 patrones	 de	 expresión	 génica	 del	 huésped,	 y	 por	 tanto,	 a	 las	
alteraciones	en	los	fenotipos	[109].	
Modificaciones	de	las	histonas.		
Las	 llamadas	 colas	 de	 histonas	 (N‐terminales),	 se	 extienden	 desde	 la	 unidad	 de	
proteína	 globular	 y	 son	 dianas	 para	modificaciones	 post‐transduccionales.	 Hasta	 el	
momento,	 se	 han	 identificado	 y	 caracterizado	 diversas	 modificaciones	 químicas:	
acetilación	de	lisina,	metilación	de	lisina	y	arginina,	fosforilación	de	serina	y	treonina	y	
la	 ubiquitinación.	 Estas	 modificaciones	 se	 encuentran	 en	 las	 subunidades	 de	 las	
histonas	 H2A,	 H2B,	 H3	 y	 H4	 [148,	 149].	 En	 2001,	 Jenuwein	 y	 sus	 colaboradores	
describieron	 el	 código	 de	 histonas,	 con	 la	 hipótesis	 de	 que	 un	 mecanismo	 de	
codificación	dentro	de	la	estructura	de	la	cromatina	está	regulado	por	modificaciones	
químicas	 en	 la	 cola	 de	 la	 histona,	 un	 concepto	 que	 ahora	 está	 bien	 apoyado	 por	 la	
literatura	 [107].	 Las	 metilaciones	 de	 histonas	 ocurren	 por	 la	 acción	 de	 la	 enzima	
metiltransferasa	(Figura	1.2).		
	

























una	 amplia	 variedad	 de	 disciplinas	 biológicas,	 incluyendo	 biología	 del	 desarrollo,	
oncología	o	enfermedades	infecciosas,	como	las	causadas	por	bacterias	y	virus.	De	ahí,	
que	hayamos	querido	realizar	este	estudio	con	el	objetivo	de	revisar	la	influencia	del	














el	 cual	 se	 utilizó	 una	 dosis	 de	 SVCV	 (1,8	 x	 104	PFU/mL)	 a	 la	 que	 los	 peces	 fueron	
expuestos	durante	90	minutos.		
Análisis de supervivencia en peces
cebra infectados con SVCV

























































e	 infectados	 con	 SVCV,	 B)	 Determinación	 de	 la	 carga	 viral	 por	 qPCR	 del	 gen	 N	 de	 SVCV,	 utilizando	 como	 gen	

































Seguidamente,	 pretendemos	 observar	 el	 repertorio	 de	 genes	 activado	 tras	 una	
infección	con	SVCV	y	verificar	entre	los	mismos,	los	vinculados	al	sistema	inmune.	En	

















órganos	 internos	 de	 los	 tres	 peces.	 Los	 datos	 crudos	 de	 secuenciación	 fueron	
procesados	 y	 se	 eliminaron	 todas	 las	 lecturas	 no	 asignadas	 a	 genes	 concretos.	
Finalmente	 obtuvimos	 un	 listado	 de	 nombres	 de	 genes,	 que	 además	 incluía	 la	
identificación,	 según	 la	 base	 de	 datos	 de	 UNIPROT,	 de	 la	 proteína	 a	 la	 que	 se	
traducirían;	los	valores	de	lecturas,	o	sea,	la	frecuencia	con	la	que	aparecen	diversos	









trimetilada	 nos	 permite	 observar	 un	 aumento	 de	 genes	 activos,	 potencialmente	


































zona	de	 la	 región	promotora	 estará	 activa	y	promoverá	 la	 transcripción	del	 gen	 en	
cuestión.	 A	 su	 vez,	 esta	 trimetilación	 se	 ha	 visto	 implicada	 en	 la	 diferenciación	 de	
monocitos	 en	macrófagos,	 estos	 últimos	 vinculados	 al	 desarrollo	 de	 una	 respuesta	
inmune	 innata	 [158,	 159].	 Estos	 cambios	 epigenéticos	 conducen	 a	 estímulos	
específicos	 que	 pueden	 activar	 regiones	 potenciadoras	 y	 conducir	 a	 la	 activación	 y	



















Gene	 Ontolgy,	 que	 emplea	 el	 programa	Web‐Gestalt,	 comprobamos	 que	 562	 genes	
estaban	agrupados	en	respuesta	a	estímulos	de	patógenos	y	específicamente	131	de	
ellos	 estaban	vinculados	a	 la	 respuesta	del	 sistema	 inmune	 (Tabla	1.2).	Entre	estos	
genes	destacaban	el	inf‐1	y	2,	el	tnf‐α	y	su	receptor	traf3,	algunas	quimiocinas,	los	genes	
inducidos	por	el	reovirus	de	la	carpa	(gig2),	 los	ifit	14	y	17,	il‐15,	el	gen	tmem173,	el	
































































receptores	 tipo	 Toll,	 e	 igualmente	 genes	 vinculados	 con	 la	 cascada	 del	 tnf‐α.	 Las	
funciones	de	este	tipo	de	moléculas	en	el	organismo	y	su	aumento	de	activación	tras	la	
infección	 entendemos	 que	 suponen	 los	 preparativos	 para	 la	 respuesta	 que	










Wikipathway	 [161].	 GESTALT	 nos	mostró	 como	 resultados	 una	 distribución	 de	 los	
genes	identificados	en	tres	categorías:	procesos	biológicos,	componentes	celulares	y	
funciones	 moleculares.	 Nos	 interesamos	 por	 las	 categorías	 de	 procesos	 biológicos	
(dentro	 de	 ellos	 estarían	 agrupados	 los	 genes	 vinculados	 a	 respuesta	 inmune)	 y	
componentes	celulares	(podrían	relacionarse	con	factores	implicados	en	la	entrada	de	
virus	y	su	replicación)	(Figura	1.8).	
Analizando	 la	 categoría	 de	 los	 genes	 agrupados	 en	 componentes	 celulares,	 los	
relacionados	con	encapsulación	de	partículas	externas	se	incrementan	en	los	grupos	
SVCV‐2d	y	SVCV‐5d.	Además,	se	incrementan	los	genes	relacionados	con	el	sistema	de	
endomembranas	 a	 partir	 del	 segundo	 día	 tras	 la	 infección.	 El	 sistema	 de	












Figura	 1.8:	 Distribución	 en	 grupos	 funcionales	 de	 los	 genes	 pertenecientes	 a	 las	 categorías	 “procesos	
biológicos”	(rojo)	y	“componentes	celulares”	(azul)	generada	a	partir	del	análisis	realizado	con	GESTALT	de	las	
muestras	SVCV‐1d,	SVCV‐2d	y	SVCV‐5d.		



























KEGG	 	 	 	




dre04510	 Adhesión	focal	‐	Danio	rerio	(zebrafish)	 71	 8.11e‐01	
dre04012	 Señalización	de	ErbB	‐	Danio	rerio	(zebrafish)	 32	 7.58e‐01	
dre04370	 Señalización	VEGF	‐	Danio	rerio	(zebrafish)	 25	 8.11e‐01	
REACTOME	
ID	 Nombre	 #Genes	 FDR	
R‐DRE‐162582	 Transducción	de	señales	 64	 7.97e‐01	
R‐DRE‐1280215	 Señalización	de	citoquinas	en	el	sistema	inmune	 17	 7.97e‐01	
R‐DRE‐199418	 Regulación	negative	de	de	la	PI3K/AKT.		 5	 7.97e‐01	
R‐DRE‐1251985	 Señalización	nuclear	por	ERBB4	 5	 7.97e‐01	
WIKIPATHWAY	
ID	 Nombre	 #Genes	 FDR	
WP1367	 Factor	de	crecimiento	transformante	beta	(tgf‐β)	 54	 9.71e‐01	
WP1359	 Señalización	de	IL‐3		 31	 9.71e‐01	
WP1319	 Señalización	de	IL‐2		 23	 9.71e‐01	












un	patógeno	generando	una	respuesta	 inflamatoria	 [165].	 Igualmente,	existen	otros	
factores	que	influyen	en	el	reclutamiento	de	células	del	sistema	inmune	innato	y	que	
también	 participan	 en	 este	 proceso	 o	 también	 pueden	 estar	 vinculadas	 a	 la	
estimulación	de	la	respuesta	del	interferón	[53].	
Análisis	de	rutas	enriquecidas	de	genes	activos	en	el	grupo	SVCV‐2d.	
De	 la	 misma	 manera	 quisimos	 revisar	 los	 conjuntos	 de	 genes	 que	 estaban	 más	
activados	en	el	grupo	SVCV‐2d	(Tabla	1.4).	Enfrentando	nuestros	datos	a	 la	base	de	
datos	de	KEGG,	los	conjuntos	más	activos	eran	los	relacionados	con	la	señalización	de	




que	 un	 aumento	 de	 los	 factores	 de	 transcripción	 contribuye	 a	 un	 incremento	 de	 la	
producción	de	citoquinas	como	efecto	derivado	de	la	activación	de	los	receptores	tipo	
Toll	[164].		
Adicionalmente,	 utilizando	 la	 base	 de	 datos	 REACTOME	 nos	 permitió	 identificar	
también	varías	vías	de	señalización,	entre	 las	que	se	destacan	 la	del	ciclo	celular,	el	
transporte	mediado	por	vesículas	y	el	tráfico	de	membranas.	Anteriormente	habíamos	














ID	 Nombre		 #Genes	 FDR	
dre04115	 Señalización	de	p53	‐	Danio	rerio	(zebrafish)	 44	 7.58e‐01	
dre04620	 Señalización	receptores	tipo	Toll‐	Danio	rerio	(zebrafish)	 34	 7.58e‐01	
dre03022	 Factores	de	transcripción	basal	‐	Danio	rerio	(zebrafish)	 26	 7.58e‐01	
REACTOME	 	 	 	
ID	 Nombre		 #Genes	 FDR	
R‐DRE‐1640170	 Ciclo	celular	 40	 9.79e‐01	
R‐DRE‐69278	 Ciclo	celular	,	Mitosis	 36	 9.79e‐01	
R‐DRE‐5653656	 Transporte	mediado	por	vesiculas	 34	 9.79e‐01	
R‐DRE‐199991	 Tráfico	de	membranas	 31	 9.79e‐01	
WIKIPATHWAY	
ID	 Nombre		 #Genes	 FDR	
WP1367	 Factor	de	crecimiento	transformante	beta	(tgf‐β)	 88	 6.29e‐01	
WP341	 Señalización	Nodal		 61	 8.53e‐02	
WP1359	 Señalización	IL‐3		 49	 1.65e‐01	
WP1319	 Señalización	de	IL‐2		 36	 7.35e‐01	
WP445	 Señalización		de	Ciclo	celular,	fase	G1	a	S	cell		 35	 7.35e‐01	
	
Por	último,	el	análisis	sobre	la	base	de	datos	de	Wikipathway,	reveló	que	los	conjuntos	
de	 genes	 más	 representados	 fueron	 los	 de	 las	 vías	 de	 señalización	 del	 factor	 de	
transformación	del	crecimiento	tgf‐β,	las	vías	de	señalización	de	il‐2	e	il‐3,	así	como	una	
de	 las	 vías	 de	 señalización	 del	 ciclo	 celular	 (G1/S).	 Los	 factores	 de	 crecimiento	
transformantes	tipo	beta	(tgf‐β)	son	una	familia	de	citoquinas	con	efectos	pleiotrópicos	
sobre	el	sistema	inmunológico	y	dependiendo	de	los	tipos	de	células	implicados	y	de	
las	 condiciones	 circundantes,	 pueden	 tener	 efectos	 positivos	 o	 negativos	 sobre	 la	
proliferación	de	 linfocitos,	 respuesta	 de	 algunas	 citoquinas	 o	 inclusive	 influir	 en	 su	




a	 la	 base	 de	 datos	 KEGG,	 se	 identificaron	 los	 conjuntos	 de	 genes	 que	 estaban	más	
representados	y	entre	ellos	se	encontraban	los	de	la	vía	de	los	receptores	tipo	Toll	y	la	
interacción	 citoquina‐receptor.	 Ambas	 vías	 de	 señalización	 están	 interrelacionadas	
como	ya	hemos	mencionado	con	anterioridad.	Además,	es	 lógico	pensar	que	 tras	 la	





reconocimiento	de	patrones	 asociados	 a	patógenos	 y	 los	mecanismos	de	 acción	del	






ID	 Nombre		 #Genes	 FDR	





ID	 Nombre		 #Genes	 FDR	
R‐DRE‐1640170	 Ciclo	celular	 40	 9.2e‐01	
R‐DRE‐69278	 Ciclo	celular,	mitosis		 36	 9.2e‐01	
R‐DRE‐1280215	 Señalización	de	citoquinas	en	el	sistema	inmune	 22	 9.2e‐01	
R‐DRE‐382551	 Trasnporte	transmembrana	de	moléculas	pequeñas	 27	 9.2e‐01	
WIKIPATHWAY	 	 	 	
ID	 Nombre		 #Genes	 FDR	
WP341	 Nodal	Signaling	Pathway	 60	 1.34e‐01	
WP1359	 Señalización	de	IL‐3		 47	 3.82e‐01	
WP1319	 Señalización	de	IL‐2		 36	 3.82e‐01	
WP1384	 Señalización	de	receptors	tipor	Toll	 26	 6.73e‐01	
 
Analizando	nuestros	datos	sobre	la	base	REACTOME,	observamos	que	los	conjuntos	de	
genes	 más	 representados	 fueron	 también	 los	 del	 ciclo	 celular,	 la	 señalización	 de	
citoquinas	por	el	sistema	inmune	y	el	transporte	a	través	de	la	membrana	de	partículas	
pequeñas.	Es	lógico	que	al	quinto	día	post	infección	con	SVCV	uno	de	los	conjuntos	más	
activos	 sea	 el	 de	 la	 señalización	 de	 citoquinas	 en	 el	 sistema	 inmune.	 Precisamente	
porque	estas	tienen	la	capacidad	de	modular	la	amplitud	de	las	respuestas	inmunes	y	
son	 muchas	 las	 citoquinas	 expresadas	 para	 generar	 una	 respuesta	 inflamatoria	
producto	de	la	infección	viral	o	inclusive	para	generar	una	respuesta	antiviral	como	es	
el	caso	del	interferón	[46,	165].	En	conclusión,	los	genes	relacionados	con	receptores	
tlrs	 y	 citoquinas	 aparecen	 claramente	 activados	 como	 consecuencia	 de	 la	 infección	
analizando	nuestros	datos	según	tres	bases	de	datos	diferentes.	El	aumento	de	la	carga	









Como	 estudio	 complementario	 al	 del	 apartado	 anterior,	 se	 llevó	 a	 cabo	 el	 análisis	
cuantitativo	 de	 los	 genes	 activados	 por	 la	 infección	 vírica	 empleando	 el	 programa	










p≤0,05	 y	 entre	 ellos	 se	 encontraban	 los	 relacionados	 con	 el	 citocromo	 P450,	 el	
proteosoma,	los	factores	de	transcripción,	tfg‐β,	y	tnf‐α.	
Tabla	1.6:	Conjuntos	de	genes	sobreactivados	en	el	grupo	SVCV‐1d.	*	p≤0,05.	
NOMBRE	DEL	CONJUNTO	DE	GENES		 no	 de	 genes	
identificados		
ES	 NES	 p‐val	
CITOCROMO	P450	 44	 0.5127	 1,763	 0.00521	*	
ACTIVACIÓN	 DE	 DEGRADACIÓN	 EN	 EL	
PROTEOSOMA	
30	 0.4481	 1,453	 0.02808	*	
FACTORES DE TRANCRIPCIÓN, TRA	 176	 0.3191	 1,226	 0.038	*	
SEÑALIZACIÓN	DE	TGF‐BETA		 14	 0.5270	 1,487	 0.04179	*	
TNF‐α	 16	 0.4982	 1,459	 0.05056*	
SEÑALIZACIÓN	DE	TNF‐α	NF‐KB		 57	 0.3651	 1,283	 0.081		
APOPTOSIS‐WIKIPATHWAY	 34	 0.4163	 1,375	 0.05811		
CRP	 7	 0.5209	 1,237	 0.19520		
SEÑALIZACIÓN	DE	NF‐KB		 30	 0.4170	 1,365	 0.06432	
SALIDA	DE	PROTEÍNAS	 15	 0.4611	 1,344	 0.09789	
SEÑALIZACIÓN	DE	JAK‐STAT		 11	 0.4856	 1,302	 0.13217	
GENES	ESTIMULADORES	DE	INTERFERON	 7	 0.5240	 1,256	 0.17265	
SEÑALIZACIÓN	DE	CITOQUINAS	 20	 0.4115	 1,255	 0.16274	
PROTEOLISIS	 MEDIADA	 POR	
UBIQUITINACIÓN		
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cyp3c1    bcap31 car dyx1c1 etv hey lims1 nemo polm rn7sk skiv2 nkx nog    
cyp3c4    arnt creb e2f ehmt2 hes lmo nkrf polr2a ctr sufu nrf2 smad1    
cyp39a1    nxf crx e4bp4 etaa1 hncdet2 lmx nkapl polr3f rogdi suhl osx     
cyp4f3    atoh crel e4f1 ercc hells lyve1l nsmce polr3 rora supt pax       
cyp4t8    figa ctbp1 e4tf figla hltf smad5 ntla polr rtf supv3 pbx       
cyp4v7    bing ctcf zef1 fubp1 hlh1 mafg nkrab pontin rxrtf sly1 pitx       
cyp46a2    bmal cyca2 ebf1l ff1d hlf maft nasp100l brn ruvlds srpx runx         
cyp51    bok cycaal ebf3 fgfr hccag127l mnt nfil3 pcna sltm smarc six         
cyp8b2    bmp cycab ebf3l fen1 hgf mxd nfe2 ppp2r samsn taf smad2         
cyp8b3    bon ccnb egr flk1 hnf1 mga nfia ptpn scxa tax1bp smad3         
cyp11    brf1 ccnc ebvgr fog hnf4a mxi1 nfatc ptprf scrta tbp smad4         
cyp26a1    brpf1 ccnd1 evi fast1 helt mlx nfat ptprk sdf1 tagap smaf         
cyp1a    boc cycd1 ecsit foxm hdac mcm nfkbiab ptprma sec61a tal sox         






En	 la	 Tabla	 1.7	 se	 muestran	 listados	 de	 genes	 concretos	 identificados	 de	 cada	
conjunto	de	genes	activados	que	incluimos	en	la	Tabla	1.6.	Si	nos	fijamos	en	los	genes	













En	peces	 se	ha	demostrado	una	activación	de	genes	del	 complejo	del	 citrocromo	
P450	 tras	 una	 infección	 bacteriana,	 además	 de	 un	 aumento	 de	 los	 niveles	 de	
citoquinas	inflamatorias	[172,	174,	175].		
Otra	ruta	de	genes	activados	era	la	del	proteosoma,	con	30	de	39	genes	activados	





degradación	 de	 proteínas	 defectuosas	 y	 en	 la	 célula	 representa	 un	 mecanismo	
esencial	en	varios	procesos,	incluyendo	el	ciclo	celular,	la	regulación	de	la	expresión	
















expresión	 il‐2,	 il‐6	 e	 il‐8.	 Todos	 estos	 aumentos	 representan	 un	 indicador	 de	 la	




















es	 producido	 por	 un	 gran	 número	 de	 células,	 en	 particular	 por	 macrófagos,	
pudiendo	 tener	 efectos	 muy	 diferentes,	 e	 incluso	 opuestos,	 dependiendo	 de	 la	
presencia	de	otros	factores	secretados	como	las	citoquinas	[179,	180].	El	que	ocurra	




Tras	 el	 análisis	 en	 el	 GSEA	 pensamos	 que	 sería	 útil	 representar	 en	 un	mapa	 de	
interacciones	moleculares	los	vínculos	establecidos	entre	los	genes	identificados	en	
los	 grupos	 más	 representativos	 obtenidos	 en	 el	 grupo	 SVCV‐1d.	 Para	 ello	
empleamos	 el	 programa	 Cytoscape,	 que	 nos	 permitió	 presentar	 de	 una	 manera	
visual	 la	 interrelación	 entre	 todos	 los	 genes	 identificados.	 En	 la	 Figura	 1.10,	
podemos	 observar	 el	mapa	de	 interacciones	 generado	 y	 los	 clusters	 o	 grupos	de	
genes	más	representativos	que	se	identifican.	Entre	ellos	destacan:	el	grupo	de	genes	




























genes	 NES	 NOM	p‐val	 FDR	q‐val	
APOPTOSIS‐WIKPATHAY	 34	 1,552	 0.01390*	 1.0	
IFN	 17	 1,515	 0.03047*	 0.895	
SEÑALIZACIÓN	DE	RECEPTORES	TIPO	TOLL	 34	 1,455	 0.03608*	 0.727	
TLR	 9	 1,476	 0.03900*	 0.825	
SEÑALIZACIÓN	DE	TNF‐α	NF‐KB		 57	 1,357	 0.05434	 0.628	
SEÑALIZACIÓN	DE	RECEPTORES	TOLL	 33	 1,407	 0.06794	 0.817	
SARAMPIÓN‐KEGG	 34	 1,390	 0.06860	 0.771	
SEÑALIZACIÓN	PI3K‐AKT		 26	 1,363	 0.09251	 0.680	
GENES	ESTIMULADORES	DE	INTERFERON	 7	 1,385	 0.09312	 0.682	
SEÑALIZACIÓN	DE	RECEPTORES	TIPO	NOD		 19	 1,34	 0.11334	 0.705	
SEÑALIZACIÓN	TNF‐α	NF‐KB	SIGNALING	 57	 1,34	 0.12823	 0.637	




esta	 ruta	 se	 mantienen	 activados,	 tal	 y	 como	 se	 observa	 en	 la	 Figura	 1.11.	
Primeramente,	 el	 organismo	 detecta	 la	 presencia	 del	 virus	 por	 los	 cambios	















Apoptosis	 IFN	 Receptores	tipo	Toll		 TLR	
hells igsf mapk1 cxc64 lrrc 
faslg gig2 map3k8 pik3r5 lrrp1 
irf1b, irf2, irf3 irf4 ifih stm crfb pscapl 
ripk isgf3 traf3 tlr7 sarm 
casp8, casp6, casp7 y casp9 ifngilrl ripk map2k7 tollip 
ikbkg mxa irf7 nfkb2 tirap 
map2k4 igf2 cxcl map2k6 tlr1 
cflar igf1r ifnphi3 map2k1 tlr18 
tp73 ifi30 ifi30 fos tlr19 
dff ifngr1 tnfr il12 tlr20 
pmaip1 ifniptt5l ikbkb cclc tlr21 
chuk ifnitml map3k7 cts tlr22 
mdm2 ifnphi1 mapk14 tlr9 tlr2 
pik3r5 ifnphi2 irak3 tlr4 tlr3 
ikbkb ifnphi3 chuk tollip tlr4 
traf1 irf1 il8 il18 tlr5-h 
casp2 irf10 myd88 tirap tlr5 
cradd irf11 rac1 tlr2 tlr7 
irf7 irf2 mapk10 ikbkg tlr8 
traf3 irf2bp il1b irak4 tlr9 
tnfsf irf3 tbk1 casp8 ticam1 
tp53 irf4 traf6 tlr6 tolloid 
fadd irf5 ikbke pltp   
apaf1 irf7 fadd      
iapl irf8 il6      
nfkbie irf9 ccl5      
igf1 ifrd akt3a      
nup isg20l2 tab      
mapk10, mapk3 nsiifnl stat1a      
tradd prkri nfkbiab      
badb isg12 tnfa      
bnip irf6 irf6      
birc trim33 cd276      
jun trim tlr5      
tnfr tfdp tlr5-h      
tpte ifng1-2 tlr3-h      
bcl2    tlr3      
xiap    tlr1      
bbc3    tlr6      
Específicamente	 pudimos	 comprobar	 que	 algunos	 genes	 vinculados	 a	 la	 vía	






















































Al	 realizar	 el	 análisis	 de	 los	 datos	 del	 grupo	 SVCV‐5días,	 con	 el	 programa	 GSEA	









ES	 NES	 NOM	p‐val	 FDR	q‐val	
CRP	 7	 0.7199	 1,872	 0.00512*	 0.08663	
APOPTOSIS‐w	 16	 0.4155	 1,551	 0.01886*	 0.22589	
TLR	 9	 0.5095	 1,439	 0.048139*	 0.26048	
APOPTOSIS	 34	 0.2799	 1,246	 0.08064	 0.38265	
INDUCCIÓN	DE	STRES	VÍA	FAS		 16	 0.3651	 1,288	 0.14782	 0.40149	
SEÑALIZACIÓN	DE	CITOQUINAS	 20	 0.2463	 0,929	 0.57425	 1.0	
GENES	ESTIMULADORES	DE	IFN	 7	 0.3558	 0,927	 0.51184	 0.95484	
CITOTOXICIDAD	MEDIADA	POR	
CELULAS	NATURAL	KILLER		
21	 0.2253	 0,874	 0.73033	 0.96639	
NIR	 6	 0.3586	 0,854	 0.62380	 0.90579	
En	pez	cebra	se	han	descrito	siete	isoformas	de	crp,	y	a	excepción	de	crp5,	el	resto	
se	han	identificado	en	nuestro	estudio	(Figura	1.13)	como	activadas.	Es	conocido	
que	 ante	 la	 presencia	 de	 una	 lesión	 en	 tejidos	 locales	 se	 activa	 la	 liberación	 de	
señales	pro‐inflamatorias	tales	como	il6,	il1b	y	tnf‐α	(que	ya	hemos	visto	activados	
desde	el	primer	día),	que	son	capaces	de	inducir	la	síntesis	y	liberación	de	crp	a	la	








Yuan	 y	 cols	mostraron	 que	 la	 infección	 por	 otro	 rabdovirus	 (SVCV)	 promovia	 el	
aumento	de	casp8	y	por	consiguiente	la	apoptosis	[188].	Resulta	curioso	observar	






activación	de	 la	 inmunidad	 innata.	Una	posible	 explicación	 sería	que	 el	 aumento	
progresivo	de	la	carga	viral,	mantiene	la	activación	de	estos	genes,	pero	no	podemos	
descartar	otras	posibilidades.		
Tabla	 1.11:	 Genes	 activados	 que	 se	 han	 identificado	 para	 los	 conjuntos	
seleccionados	con	valor	de	p≤0,05	de	la	Tabla	1.10.		
crp	 Apoptosis	 TLR	
crp1	 traf1 hells irf7 lrrc tlr9 
crp2	 casp2 faslg traf3 lrrp1 ticam1 
crp3	 cradd irf1b irf5 pscapl tolloid 
crp4	 casp7 irf2 tnfsf sarm   
crp5	 bok irf3 tp53 tollip  
crp6	 tnfr ripk fadd tirap  
crp7	 lta casp8 apaf1 tlr1  
sap	 mapk3 ikbkg iapl tlr18  
sapp	 tpte map2k4 nfkbie tlr19  
c1q	 bcl2 cflar igf1 tlr20  
c1s	 xiap casp6 nup tlr21  
serping1	 bbc3 tp73 mapk10 tlr22  
c2	 irf6 dff  tlr2  
c4	 tradd pmaip1  tlr3  
vwf	 badb chuk  tlr4  
c3	 bnip mdm2  tlr5-h  
c1qr	 birc pik3r5  tlr5  
serpine‐h	 casp9 irf4  tlr7  
serpine	 jun ikbkb  tlr8  
El	hecho	de	que	haya	un	menor	número	de	conjuntos	de	genes	significativamente	











































Incremento	 relativo	 de	 genes	 activados	 vinculados	 a	 la	 inmunidad	
innata	y	a	respuesta	antiviral.		
Hasta	 ahora	 hemos	mencionado	 distintos	 grupos	 de	 genes	 que	 se	 ven	 activados	
como	consecuencia	de	 la	 infección	viral	y	que	podrían	estar	 relacionados	con	un	
aumento	de	la	diferenciación	y	migración	de	macrófagos	como	células	implicadas	en	
la	 inmunidad	 innata,	 así	 como	 la	 activación	de	 otras	 células	 fagocíticas.	 Por	 ello,	
decidimos	 hacer	 un	 análisis	 de	 forma	 individual	 de	 los	 niveles	 de	 incremento	










a	 la	 activación	 de	macrófagos	 durante	 una	 respuesta	 inmune	 innata	 [102,	 158].	
Anteriormente	habíamos	descrito	que	 la	entrada	de	un	patógeno	es	detectada	en	
algunos	 casos	 por	 los	 tlrs,	 con	 lo	 cual	 es	 lógica	 la	 alta	 activación	 de	 los	mismos.	
Coincidiendo	 con	 nuestros	 resultados	 son	 varios	 los	 autores	 que	 referencian	 la	






y	 cols	 refieren,	 en	 un	 trabajo	 realizado	 con	 infecciones	 con	 SVCV	 en	 carpa,	 la	
activación	del	tlr2	y	tlr3		con	un	comportamiento	similar	al	nuestro	[199].	
	


































































































En	 el	 caso	 de	 las	 il‐1b	 e	 il‐6	 (Figura	 1.16),	 también	 son	 responsables	 de	 causar	
elevación	de	las	proteínas	de	fase	aguda	de	infección,	como	las	crp,	ante	un	proceso	






consideradas	moléculas	 versátiles	 en	 la	 respuesta	 inmune	 innata,	 ya	 que	 podría	
activar	el	complemento	y	fortalecer	la	fagocitosis	[204,	205].	Su	rápido	aumento	tras	
lesiones	 de	 tejidos	 o	 infecciones,	 podría	 estar	 dado	 por	 un	 aumento	 de	 la	
diferenciación	 y	 migración	 de	 macrófagos	 disponibles,	 así	 como	 de	 células	
fagociticas	y	su	relación	con	el	establecimiento	de	una	respuesta	inmune	frente	a	
patógenos	[206,	207].		
Los	 IFN	de	 tipo	 I	 tienen	diversas	 funciones	 inmunes,	 incluyendo	 la	activación	de	
defensas	antivirales	y	efectos	antiproliferativos.	Están	distribuidos	ampliamente	en	
teleósteos,	 y	 en	 células	 de	 peces	 se	 induce	 después	 de	 infección	 viral	 o	 tras	 la	

















presentan	 mayor	 aumento.	 Los	 efectos	 estimulantes	 del	 IFN	 sobre	 monocitos	 y	
macrófagos	de	peces	se	han	descrito	en	varias	ocasiones.	En	algunos	trabajos	se	ha	
planteado	que	 el	 IFN	 es	 capaz	de	 aumentar	 la	 producción	de	 óxido	nítrico	 y	 	 de	
especies	 reactivas	 del	 oxígeno,	 además	 de	 promover	 la	 actividad	 de	 células	
fagocíticas	en	varias	especies	[190,	209‐211].	En	carpa	se	ha	planteado	la	capacidad	
del	 IFN	 de	 reclutar	 macrófagos	 y	 neutrófilos	 para	 mejorar	 su	 actividad	
antimicrobiana	[210].	También	se	ha	descrito	que	la	activación	del	receptor	TLR3	
por	 la	 presencia	 de	 virus	 es	 capaz	 de	 promover	 la	 activación	 de	 los	 factores	 de	
transcripción	 IRF3	e	 IRF7,	 a	 través	de	TRAF3,	que	aumentan	 los	niveles	de	 INFs	
[212‐214].	Por	otro	lado,	se	ha	demostrado	que	los	INFs	son	capaces	de	regular	la	















El	 gen	 rsad2	 es	 expresado	 por	 células	 endoteliales	 y	macrófagos	 en	 respuesta	 a	
infección	viral	[225]	y	nosotros	observamos	un	aumento	de	su	activación	a	partir	






postinfección	 analizados	 (Figura	 1.18).	 Algunos	 estudios	 plantean	 que	 tras	 una	
infección	 viral	 y	 la	 consiguiente	 detección	 de	 un	 aumento	 IFN,	 los	 genes	gig2	 se	
activan	conjuntamente	con	mx	[213],	inclusive	hay	investigadores	que	han	llegado	
a	afirmar	que	gig2	pueden	ser	igualmente	reguladas	por	irf3	[231].	
Finalmente,	 se	 analizaron	 genes	 relacionados	 con	 la	 inducción	 de	 una	 respuesta	
antiviral	 directa	 (Figura	 1.19).	 Acorde	 a	 lo	 que	 cabria	 esperar,	 observamos	 una	
activación	 de	 los	 genes	 que	 expresan	 péptidos	 antimicrobianos,	 como	 la	 beta‐
defensina	 2	 (defbl2)	 o	 la	 hepcidina	 (hamp).	 Algunos	 autores	 han	 mostrado	 la	
activación	de	la	hepcidina	en	respuesta	a	altos	niveles	de	il‐6	[232,	233],	con	lo	cual,	
si	recordamos	los	resultados	anteriores,	esta	era	una	de	las	citoquinas	activadas	que	
encontramos	 en	 todos	 los	 tiempos	 post	 infección.	 Otros	 trabajos	 plantean	 la	
activación	 de	 hamp	 en	 presencia	 de	 diversos	 patrones	 de	 reconocimiento	 de	

























































Los	 resultados	 obtenidos	 fueron	 evaluados	 tomando	 en	 cuenta	 los	 valores	 de	 activación	 de	 cada	 gen	 en	
comparación	 al	 control.	 Se	 consideraron	 valores	 significacitvos	 los	 incrementos	 mayores	 de	 1,5	 veces	 con	
p<0,05.		




de	mapk	 estaban	 activados	 en	 todos	 los	 grupos	 evaluados.	 Varios	 autores	 han	
coincidido	en	señalar	la	importancia	de	estas	moléculas:	en	el	caso	de	traf3	algunos	
plantean	 que	 su	 acción	 puede	 estar	 vinculada	 a	 la	 activación	 irf3	 y,	 por	 tanto,	













de	 la	 expresión	de	algunos	genes	vinculados	a	 la	 respuesta	 inmune	 innata	y	a	 la	
respuesta	frente	virus.		Se	realizó	en	ensayo	de	infección	de	pez	cebra	con	SVCV	en	
































































































































































































































tránscritos	 de	 citoquinas	 inflamatorias,	 contribuyendo	 así	 a	 orquestar	 una	
respuesta	antiviral	(Figura	1.21).	Se	ha	mostrado	que	un	aumento	de	la	migración	




















cebra	 (Figura	 1.23).	 La	 transcripción	 de	 estos	 genes	 se	 ve	 incrementada	 en	
respuesta	 a	 INF	 ante	 infecciones	 víricas	 [28,	 29,	 213,	 228].	 Todos	 estos	 datos	
corroboran	 los	 resultados	 obtenidos	 en	 los	 análisis	 CHIP‐Seq	 mostrados	 con	
anterioridad.	
	




SVCV.	 Los	 transcritos	 se	
evaluaron	 por	 qPCR	 y	 se	
expresaron	 como	 número	 de	
veces	de	incremento	respecto	al	
control.	Se	promedia	los	valores	
obtenidos	 de	 3	 peces	 para	 los	
























































































































































































































































































Figura	1.23:	Cambios	en	 los	perfiles	de	expresión	de	genes	 inducidos	por	 interferón	en	peces	cebra	















de	 transcripción;	 estos	 últimos	 responsables	 de	 la	 activación	 de	 rutas	 de	
genes	que	veremos	aumentados	conforme	avanza	la	infección.	
3. La	activación	de	genes	relacionados	con	interferón	es	temprana	pero	pronto	
desaparece,	 como	 cabría	 esperar	 ante	 su	 conocido	 bloqueo	 por	 parte	 de	
ciertas	proteínas	víricas.		



























































































Una	 vez	 comprobado	 que	 existía	 reprogramación	 epigenética	 y	 cambios	 en	 los	
niveles	de	transcripción	de	ciertos	genes	en	peces	cebra,	tras	la	infección	con	SVCV,	
decidimos	comprobar	si,	además,	se	veían	afectados	los	niveles	de	las	proteínas,	por	
ellos	 codificadas,	 circulantes	 en	 plasma.	 El	 empleo	 de	 técnicas	 proteómicas	
permiten	el	estudio	a	gran	escala	de	las	proteínas	presentes	en	el	organismo	y	cómo	
estas	 varían	 ante	 diversas	 circunstancias	 [263].	 El	 uso	 generalizado	 de	 técnicas	
proteómicas	durante	las	últimas	décadas	ha	generado	gran	cantidad	de	información	
sobre	los	perfiles	proteícos	de	los	tejidos	evaluados	[264‐269].		
La	 sangre	 periférica	 es	 el	medio	más	 comúnmente	 usado	 para	 indicar	 el	 estado	
fisiológico	 de	 un	 organismo.	 Cambios	 en	 diferentes	 índices	 hematológicos	 son	
indicativos	de	las	condiciones	de	salud	o	de	los	ciclos	reproductivos	y	estos,	a	su	vez,	
dependen	 en	 gran	 medida	 de	 las	 condiciones	 ambientales	 [270].	 Estos	 índices	



































de	 transcritos	 del	 gen	 para	 la	 proteína	 N	 del	 virus.	 Los	 resultados	muestran	 un	
aumento	 estadísticamente	 significativo	de	 los	 transcritos	de	 este	 gen	 respecto	 al	


























































Analizamos	 un	 total	 de	 3062	 proteínas	 diferentes	 y	 para	 cada	 una	 de	 ellas	 se	
determinó	 la	 abundancia	 relativa	 en	 la	 muestra	 (emPAI).	 En	 la	 Figura	 2.2A	 se	
muestra	el	número	de	proteínas	identificadas	en	cada	uno	de	los	grupos.	En	el	panel	
B	 de	 esta	 figura	 se	 muestra,	 del	 total	 de	 proteínas	 identificadas	 en	 cada	 grupo,	
aquellas	cuya	abundancia	se	ve	aumentada	respecto	al	control	en	al	menos	1,5	veces.	





Del	 total	 de	 proteínas	 en	 suero	 control,	 el	 98%	 se	 corresponde	 con	 las	 150	más	
abundantes,	las	restantes	2042	se	encontraban	en	concentraciones	traza.	Entre	las	
más	 abundantes	 destacaban	 hemoglobina,	 apolipoproteínas,	 serotransferrinas,	
actinas,	 componentes	 del	 sistema	 del	 complemento,	 así	 como	 algunas	 serpinas.	
Estas	 proteínas	 identificadas	 son	 características	 en	 plasma	 de	 peces	 sanos	 [137,	
























































En	 el	 plasma	 extraido	 de	 los	 peces	 infectados	 después	 un	 día	 encontramos	 139	
proteínas	con	un	incremento	en	su	concentración	superior	a	1,5	veces	respecto	al	
control;	63	a	 los	dos	días	y	32	a	 los	5	(Figura	2.2B).	Utilizando	 la	aplicación	web	
GESTALT	obtuvimos	una	distribución	de	estas	proteínas	en	distintas	categorías	de	









Figura	 2.3:	 Resultado	 comparativo	 del	 análisis	 proteómico	 del	 plasma	 de	 peces	 cebra	 extraido	 a	
diferentes	tiempos	tras	la	infección	con	SVCV.	
Entre	 las	 proteínas	más	 abundantes	 en	 plasma	 de	 peces	 infectados	 destacaba	 la	
presencia	 de	 varias	 vitelogeninas,	 que	 en	 la	 literatura	 se	 han	 relacionado	 con	 la	
inmunidad	 que	 transfiere	 la	 madre	 al	 huevo.	 En	 machos	 sometidos	 a	 cambios	
ambientales	 o	 químicos	 también	 se	 ha	 observado	 aumentos	 de	 la	 presencia	 de		
vitelogeninas	en	plasma	[270,	274].	Otra	proteína	que	destaca	es	GIG‐2l	(codificada	
por	 el	 gen	 inducido	por	 reovirus	de	 carpa,	 isoforma	 tipo	 l).	 Este	 es	un	 resultado	
interesante	si	tenemos	en	cuenta	que	el	gen	gig2	está	vinculado	con	la	respuesta	a	
interferón	y	participa	en	la	respuesta	antiviral	del	hospedador	[226,	228,	229,	275].	









Q3T7B3	 vtg2	 Vitelogenina	2	(Fragment)	OS=Danio	rerio	GN=vtg2	PE=2	SV=1	 9,7	
O42364	 apoeb	 Apolipoproteina	Eb	OS=Danio	rerio	GN=apoeb	PE=2	SV=1	 7,7	
A0A0R4IBP7	 rpl8	 Proteína	ribosomal	60S	L8	OS=Danio	rerio	GN=rpl8	PE=1	SV=1	 7,4	
A8WGJ1	 vtg2	 Vitelogenina	2	protein	OS=Danio	rerio	GN=vtg2	PE=2	SV=1	 7,1	
Q1LWN2	 vtg1	 Vitelogenina	1	OS=Danio	rerio	GN=vtg1	PE=1	SV=1	 7	
F1QC84	 f13a1a.1	 Factor	 de	 Coagulación	 XIII,	 A1	 polipéptido,	 tandem	 duplicate	 1	
OS=Danio	rerio	GN=f13a1a.1	PE=4	SV=1	
7	
F1QGK0	 gpd1b	 Glicerol	3	fosfato	deshidrogenasa	[NAD(+)]	OS=Danio	rerio	GN=gpd1b		 6,3	
Q1MTC4	 vtg2	 Vitelogenina	2	OS=Danio	rerio	GN=vtg2	PE=1	SV=1	 6,6	









F1QV15	 vtg6	 Vitelogenina		6	(Fragment)	OS=Danio	rerio	GN=vtg6	PE=1	SV=1	 5,7	
E9QFD8	 vtg4	 Vitelogenina		4	OS=Danio	rerio	GN=vtg4	PE=1	SV=2	 5,7	
F1RBA0	 vtg4	 Vitelogenina	4OS=Danio	rerio	GN=vtg4	PE=1	SV=2	 5,1	
Q0P421	 vtg3	 Vitelogenina	3	protein	(Fragment)	OS=Danio	rerio	GN=vtg3	PE=2	SV=1	 5,1	
F1Q7L0	 vtg4	 Vitelogenina	4(Fragment)	OS=Danio	rerio	GN=vtg4	PE=1	SV=1	 5	
Q1LY08	 cpox	 Coproporfirinogeno	oxidasa	OS=Danio	rerio	GN=cpox	PE=1	SV=2	 5	
A0A0R4IY49	 vtg7	 Vitelogenina	7	OS=Danio	rerio	GN=vtg7	PE=1	SV=1	 4,9	
A1XF92	 crtac1a	 Proteína	ácida	del	cartílago	2	OS=Danio	rerio	GN=crtac1a	PE=2	SV=1	 4,9	
A0A0R4IUA0	 vtg7	 Vitelogenina	7OS=Danio	rerio	GN=vtg7	PE=1	SV=1	 4,7	
F1R2T3	 vtg7	 Vitelogenina	7	OS=Danio	rerio	GN=vtg7	PE=1	SV=1	 4,7	
Q503D8	 txndc12	 Proteína	 similar	 a	 la	 tiorredoxina	OS=Danio	 rerio	 GN=txndc12	 PE=1	
SV=1	
4,6	
Q5BJA1	 zgc:114188	 Zgc:114188	OS=Danio	rerio	GN=zgc:114188	PE=1	SV=1	 4,6	
Q9DFT9	 vtg3	 Vitelogenina	3	(Fragment)	OS=Danio	rerio	GN=vtg3	PE=2	SV=1	 4,6	
Q1L8Q7	 rpl30	 Proteína	ribosomal	L30	OS=Danio	rerio	GN=rpl30	PE=1	SV=1	 4,4	
F1R1U1	 flna	






B8JLZ3	 anxa1b	 Annexina	OS=Danio	rerio	GN=anxa1b	PE=1	SV=1	 4,2	
E7FFW9	 gig2l	 Gig2‐like	protein	DreL	OS=Danio	rerio	GN=gig2l	PE=2	SV=1	 4,1	
F1Q9Y2	 lgals1l1	 Galectina	OS=Danio	rerio	GN=lgals1l1	PE=4	SV=2	 4,1	
P62084	 rps7	 Proteína	ribosomal	40S	S7	OS=Danio	rerio	GN=rps7	PE=2	SV=1	 3,8	
Q7ZWJ4	 rpl18a	 Proteína	ribosomal	60S	L18a	OS=Danio	rerio	GN=rpl18a	PE=2	SV=1	 3,8	




Q7ZW95	 rpl4	 Proteína	ribosomal	L4	OS=Danio	rerio	GN=rpl4	PE=1	SV=1	 3,6	








A0A0B5JQA2	 c1qc	 Fragmento	C1q1	OS=Danio	rerio	GN=c1qc	PE=2	SV=1	 3,3	
Q6NWD9	 twf1a	 Twinfilina,	 proteína	 de	 unión	 a	 actina,	 homolog	 1a	 OS=Danio	 rerio	
GN=twf1a		
3,3	
Q6DGX1	 suclg1	 ligasa	 Succinato‐CoA,	 GDP‐forming,	 OS=Danio	 rerio	 GN=suclg1	 PE=2	
SV=1	
3,2	
Q7T3L3	 hsp90b1	 Proteína	chaperona	GP96	OS=Danio	rerio	GN=hsp90b1	PE=1	SV=1	 3,2	
B3DFS9	 myh11a	
Miosina,	 polipeptido	 pesado	 11,	 OS=Danio	 rerio	 GN=myh11a	 PE=1	
SV=1	
3,1	
A2RV19	 zgc:158619	 Proteína	Zgc:158619	OS=Danio	rerio	GN=zgc:158619	PE=2	SV=1	 3,1	
Otra	proteína	que	 se	 incrementa	de	 forma	 considerable	 (7	veces)	 es	 el	 factor	de	
coagulación	XIII	 (f13a1a.1),	un	 factor	anticoagulante.	Resultados	similares	fueron	
obtenidos	por	Choi	y	cols	[277]	infectando	doradas	con	diferentes	patógenos.		
























que	 genera	 mapas	 de	 interacción	 proteína‐proteína	 (Figura	 2.4).	 De	 esta	 forma	
distinguimos	 3	 clusters:	 vitelogeninas,	 proteínas	 relacionadas	 con	 apoptosis	 y	
proteínas	ribosomales.	Como	proteína	denominador	comun	entre	los	tres	grupos	se	
encontró	 la	 HSP90B1,	 la	 cual	 estaría	 vinculada	 a	 procesos	 de	 inmunidad	 y	
señalización	 de	 TLRs,	 a	 través	 de	 su	 función	 como	 chaperona	 de	 proteínas	 de	
membrana	 [278,	 279].	 Hay	 autores	 que	 tambien	 describen	 su	 participación	 en	
procesos	de	infección	por	virus	[280].	
Un	 análisis	 similar	 se	 realizó	 en	 las	muestras	 obtenidas	 en	 peces	 infectados	 por	
SVCV,	tras	2	días	de	infección	(SVCV‐2d),	obteniéndose	resultados	similares	en	lo	
que	 se	 refiere	 a	 la	 identidad	 y	 distribución	 del	 conjunto	 de	 proteínas	 más	
abundantes	detectadas	en	el	grupo	SVCV‐1d.	En	el	grupo	de	muestras	SVCV‐2d	sólo	
se	 detectaron	63	proteínas	 con	 aumentos	 superiores	 a	 1,5	 veces	 (Figura	2.3).	 Al	
revisar	 las	 proteínas	 más	 representativas	 en	 el	 grupo	 SVCV‐2d,	 nuevamente	
destacan	las	vitelogeninas,	la	proteína	GIG2l,	factor	de	coagulación	(F13A1A.1)	y	el	
complejo	MHC1	(Tabla	2.3).	
Otra	 proteína	 de	 interés	 que	 aparece	 incrementada	 es	 C1Q1,	 una	 molécula	
perteneciente	al	sistema	de	complemento.	En	la	literatura	se	ha	descrito	la	función	
de	 esta	 proteína	 en	 el	 sistema	 de	 complemento	 y	 su	 implicación	 en	 el	 sistema	
inmune	 innato	 [56,	 90,	 270,	 281].	 También	 se	 detectaron	 aumentos	 respecto	 al	









Q3T7B3	 vtg2	 Vitelogenina	2	(fragmento)	OS=Danio	rerio	GN=vtg2	PE=2	SV=1	 9,9066	
E7FFW9	 gig2l	 Proteína	Gig2‐like	DreL	OS=Danio	rerio	GN=gig2l	PE=2	SV=1	 9,4958	
A8WGJ1	 vtg2	 Vitelogenina	2	OS=Danio	rerio	GN=vtg2	PE=2	SV=1	 8,0899	
Q1MTC4	 vtg2	 Vitelogenina	2	OS=Danio	rerio	GN=vtg2	PE=1	SV=1	 6,3312	
Q3T7B1	 vtg4	 Vitelogenina	4	OS=Danio	rerio	GN=vtg4	PE=2	SV=1	 6,1328	
F1QV15	 vtg6	 Vitelogenina	6		OS=Danio	rerio	GN=vtg6		 6,0274	
Q1LWN2	 vtg1	 Vitelogenina	1	OS=Danio	rerio	GN=vtg1	PE=1	SV=1	 6,0156	
O42364	 apoeb	 Apolipoproteina	Eb	OS=Danio	rerio	GN=apoeb	PE=2	SV=1	 5,7921	
F1QC84	 f13a1a.1	 Factor	de	coagulación	XIII,	A1	polipeptido	OS=Danio	rerio	GN=f13a1a.1		 5,7495	
Q0P421	 vtg3	 Vitelogenina	3	OS=Danio	rerio	GN=vtg3	PE=2	SV=1	 5,6804	
Q1LY08	 cpox	 Coproporfirinogeno	oxidasa	OS=Danio	rerio	GN=cpox	PE=1	SV=2	 5,5455	
Q90YN8	 vtg1	 Vitelogenina	1	OS=Danio	rerio	GN=vtg1	PE=2	SV=1	 5,4985	
E9QFD8	 vtg4	 Vitelogenina	4	OS=Danio	rerio	GN=vtg4	PE=1	SV=2	 5,1122	
B0BLV9	 c1ql4l	 Proteína	Si:rp71‐1g18.3	(Fragment)	OS=Danio	rerio	GN=c1ql4l		 4,9138	





F1Q9Y2	 lgals1l1	 Galectina	OS=Danio	rerio	GN=lgals1l1	PE=4	SV=2	 4,6326	
A0A0R4IUA0	 vtg7	 Vitelogenina	7	OS=Danio	rerio	GN=vtg7	PE=1	SV=1	 4,4683	
F1RBA0	 vtg4	 Vitelogenina	4	OS=Danio	rerio	GN=vtg4	PE=1	SV=2	 4,4204	
F1R2T3	 vtg7	 Vitellogenin	7	OS=Danio	rerio	GN=vtg7	PE=1	SV=1	 4,4032	
A0A0R4IY49	 vtg7	 Vitelogenina	7	OS=Danio	rerio	GN=vtg7	PE=1	SV=1	 4,3876	
Q9DFT9	 vtg3	 Vitelogenina	3	OS=Danio	rerio	GN=vtg3	PE=2	SV=1	 4,0018	
F1Q8A0	 ctsk	 Catepsina	K	OS=Danio	rerio	GN=ctsk	PE=1	SV=1	 3,7943	




Q804G9	 anxa2a	 Annexina	OS=Danio	rerio	GN=anxa2a	PE=2	SV=1	 2,9624	
E9QDI1	 apoc1	 Apolipoproteina	C‐I	OS=Danio	rerio	GN=apoc1	PE=1	SV=1	 2,8879	
U3JA28	 arpc5b	 Proteína	relacionada	con	Actin	2/3		OS=Danio	rerio	GN=arpc5b		 2,8656	
A0A097	 si:dkey‐152p16.6	Proteína	similar	Beta	timosina	2	OS=Danio	rerio	GN=si:dkey‐152p16.6		 2,7856	
Q6IQI7	 hspe1	 Proteína	Heat	shock	10	1	(Chaperonin	10)	OS=Danio	rerio	GN=hspe1		 2,4549	
Q90485	 ba2	 Subunidad	beta‐	de	hemoglobina	2	OS=Danio	rerio	GN=ba2	PE=1	SV=3	 2,3621	
A2BFP0	 phldb1a	 Pleckstrina,	family	BOS=Danio	rerio	GN=phldb1a	PE=4	SV=1	 2,3349	
A0A0B5JQA2	 c1qc	 Fragmento	C1q1	OS=Danio	rerio	GN=c1qc	PE=2	SV=1	 2,2773	
F1RDQ5	 hexa	 Beta‐hexosaminidasa	OS=Danio	rerio	GN=hexa	PE=1	SV=1	 2,2606	
U6BMH5	 mhc1zla	 Variante	complejo	de	histocompatibilidad	MHCI	1	OS=Danio	rerio	mhc1zla		 2,2299	
F1QTF0	 hmgcl	 3‐hydroxymethyl‐3‐methylglutaryl‐CoA	lyase	OS=Danio	rerio	GN=hmgcl		 2,1062	
Q8JH36	 vtg1	 Vitelogenina	1	(Fragmento)	OS=Danio	rerio	PE=4	SV=1	 2,0820	
F1QZL6	 gpia	 Glucose‐6‐fosfato	isomerasa	OS=Danio	rerio	GN=gpia	PE=1	SV=1	 1,9793	
O42363	 apoa1	 Apolipoproteina	A‐I	OS=Danio	rerio	GN=apoa1	PE=2	SV=1	 1,8926	
A0A0R4IUZ2	 aldh2.1	 Aldehído	deshidrogenasa	2	OS=Danio	rerio	GN=aldh2.1	PE=1	SV=1	 1,8907	
B0S6K7	 renbp	 Proteína	de	unión	Renina	OS=Danio	rerio	GN=renbp	PE=4	SV=1	 1,8433	
Q7SXW1	 tpm4b	 Tropomiosina	4b	OS=Danio	rerio	GN=tpm4b	PE=1	SV=1	 1,8370	













datos	 muestran	 interacciones	 entre	 las	 vitelogeninas	 y	 el	 factor	 de	 coagulación	
F13A1A.1,	o	entre	moléculas	de	caspasa	3	y	la	actina.		

















E7FFW9	 gig2l	 Proteína	Gig2‐l	DreL	OS=Danio	rerio	GN=gig2l	PE=2	SV=1	 6,3736	
Q3T7B3	 vtg2	 Vitelogenina	2	OS=Danio	rerio	GN=vtg2	PE=2	SV=1	 3,4336	
A8WGJ1	 vtg2	 Vitelogenina	2	OS=Danio	rerio	GN=vtg2	PE=2	SV=1	 3,1735	
Q1MTC4	 vtg2	 Vitelogenina	2	OS=Danio	rerio	GN=vtg2	PE=1	SV=1	 2,7863	
Q0P421	 vtg3	 Vitelogenina	3	(Fragmento)	OS=Danio	rerio	GN=vtg3	PE=2	SV=1	 2,7287	
F1R1M3	 LOC101886968	 Proteína	cst14b.2	OS=Danio	rerio	GN=LOC101886968	PE=4	SV=2	 2,7192	
F1Q9Y2	 lgals1l1	 Galectina	OS=Danio	rerio	GN=lgals1l1	PE=4	SV=2	 2,3921	
Q1LWN2	 vtg1	 Vitelogenina	1	OS=Danio	rerio	GN=vtg1	PE=1	SV=1	 2,3287	
Q9DFT9	 vtg3	 Vitelogenina	3	OS=Danio	rerio	GN=vtg3	PE=2	SV=1	 2,2839	
F1R2S5	 vtg5	 Vitelogenina	5	OS=Danio	rerio	GN=vtg5	PE=1	SV=1	 2,2123	
F1QC84	 f13a1a.1	 Factor	de	coagulación	XIII	OS=Danio	rerio	GN=f13a1a.1	PE=4	SV=1	 2,0759	
Q90YN8	 vtg1	 Vitelogenina	1	OS=Danio	rerio	GN=vtg1	PE=2	SV=1	 2,0613	
A0A0R4IJT8	 cct8	 Chaperonina‐	TCP1	OS=Danio	rerio	GN=cct8	PE=1	SV=1	 2,0531	
O42363	 apoa1	 Apolipoproteina	A‐I	OS=Danio	rerio	GN=apoa1	PE=2	SV=1	 2,0436	
A0A0R4ISK8	 khdrbs1a	 Proteína	Kh	de	union	RNA‐,	OS=Danio	rerio	GN=khdrbs1a		 2,0104	
Q6NWD9	 twf1a	 Twinfilina,	proteína	de	union	a	actina,	1a	OS=Danio	rerio	GN=twf1a		 1,9938	




F1QV15	 vtg6	 Vitelogenina	6	OS=Danio	rerio	GN=vtg6	PE=1	SV=1	 1,8953	
E9QFD8	 vtg4	 Vitelogenina	4	OS=Danio	rerio	GN=vtg4	PE=1	SV=2	 1,8694	
F1RBA0	 vtg4	 Vitelogenina	4	OS=Danio	rerio	GN=vtg4	PE=1	SV=2	 1,7940	
F1QS51	 eea1	 Antígeno	de	endosoma	temprano	1	OS=Danio	rerio	GN=eea1		 1,7058	





A0A0R4IY49	 vtg7	 Vitelogenina	7	OS=Danio	rerio	GN=vtg7	PE=1	SV=1	 1,6717	
A0A0R4IUA0	 vtg7	 Vitelogenina	7	OS=Danio	rerio	GN=vtg7	PE=1	SV=1	 1,6129	
Q1L8Q7	 rpl30	 Proteína	ribosomal	L30	OS=Danio	rerio	GN=rpl30	PE=1	SV=1	 1,5962	




A0A0A0MPR4	 si:ch211‐15j1.4	 Proteína	Si:ch211‐15j1.4	OS=Danio	rerio	GN=si:ch211‐15j1.4		 1,5568	
Q804G9	 anxa2a	 Annexina	OS=Danio	rerio	GN=anxa2a	PE=2	SV=1	 1,5539	
Q802Z4	 zgc:66156	 Proteína	Zgc:66156	OS=Danio	rerio	GN=zgc:66156	PE=2	SV=1	 1,5268	
En	 el	 caso	 del	 mapa	 de	 interacción	 proteína‐proteína	 generado	 a	 partir	 de	 las	
proteínas	con	mayor	incremento	en	las	muestras	SVCV‐5d	empleando	el	programa	








en	 el	 suero	 de	 los	 peces	 infectados	 podemos	 observar	 que	 para	 todas	 ellas	 se	
incrementa	su	concentración	varias	veces	respecto	al	 control	no	 infectado.	Dicho	








a	 través	 del	 sistema	 circulatorio	 al	 ovario,	 donde	 se	 internaliza	 en	 el	 ovocito	 en	
crecimiento	y	es	proteolizada	para	generar	otras	proteínas	de	yema	de	huevo	que	
posteriormente	se	utilizan	como	nutrientes	en	el	desarrollo	de	los	embriones	[282,	
283].	 Inicialmente	 se	 creyó	 que	 su	 síntesis	 sólo	 se	 desarrollaba	 en	 hígado	 pero	
estudios	recientes	han	demostrado	que	también	se	expresa	en	diferentes	tejidos	que	
incluyen	piel,	agallas,	corazón,	cerebro,	 tejido	adiposo	y	musculo	[276,	284,	285].	
Además,	 se	 consideraba	que	 esta	proteína	 sólo	 se	 expresaba	 en	 las	hembras,	 sin	
embargo,	 se	 ha	 demostrado	 que	 también	 está	 presente	 en	 animales	 machos	








podría	 estar	 ligada	 a	 la	 presencia	 de	 patógenos,	 así	 como	 la	 opsonización	 de	
moléculas	extrañas	[288,	293].	Inclusive	hay	autores	que	han	asociado	su	expresión	
como	marcador	de	polución	en	aguas	contaminadas	[290].	 	En	nuestro	estudio	se	

















veces,	 para	 todos	 los	 tiempos	 testados	 post	 infección.	 Cuatro	 tipos	 de	 proteínas	
destacan	claramente	durante	todo	el	periodo	analizado:	vitelogeninas,	GIG2l,	MHC1	
y	el	factor	de	coagulación	XIII	(f13a1a.1).	


































LOC101886968rps7rpl18aanxa5b ostf1rpl4 zmp:0000001085eea1slc25a5 mhc1zlac1qc twf1asuclg1 hsp90b1hexa hsp90b1zgc:158619si:dkey-193i10.4n c2plbd1ctsksult1st1 adh8adbnla cfap53rac1a coro1anenf rps13eml2si:dkey- 22h21.5snu13bzgc:56585 prmt5cfd fuom4 apex1lasp1 capn2arap1bsi: h73-106l15.4
































































Figura	 2.9:	 Expresión	 relativa	 de	 tránscritos	
del	 gen	 de	 la	 proteína	 N	 SVCV	 en	 peces	
infectados	con	SVCV.	Los	asteriscos	representan	
diferencias	 significativas	 respeto	 al	 control	 sin	












del	 gen	 de	 la	 proteína	 GIG2l	 en	 peces	
infectados	con	SVCV.	Los	asteriscos	representan	
diferencias	 significativas	 respeto	 al	 control	 sin	









































































































En	 la	 Figura	 2.12	 se	 muestra	 un	 ejemplo	 de	 los	 resultados	 obtenidos	 en	 un	
experimento	de	Western	blot	para	muestras	procedentes	de	suero	de	peces	control	
e	 infectados	 después	 de	 24	 y	 48	 horas.	 Como	 anticuerpo	 primario	 usamos	 uno	
diseñado	específicamente	para	 la	vitelogenina	2	de	pez	cebra.	En	el	 suero	de	 los	
peces	 infectados	 se	 observa	 la	 presencia	 de	 la	 proteína	 vitelogenina,	 en	
concentración	dependiente	del	tiempo	tras	la	infección.	Se	utiliza	como	referencia	















































la	 infección	 por	 el	 virus	 de	 la	 viremia	 primaveral	 de	 la	 carpa	 (SVCV)	
realizando	un	análisis	del	perfil	proteómico	de	su	plasma	sanguíneo.	
2. Se	 ha	 detectado	 en	 el	 plasma	 de	 los	 peces	 infectados	 diferencias	





































































































por	 SVCV	 mediante	 cambios	 en	 la	 cromatina	 asociada	 a	 genes	 de	 respuesta	 a	
patógenos,	 así	 como	 la	 liberación	 en	 sangre	de	 una	 serie	 de	 proteínas	 de	 acción	
antiviral.	 Estos	 cambios	 en	 la	 cromatina	 podrían	 entenderse	 como	 parte	 de	 un	
fenómeno	 conocido	 como	 “inmunidad	 entrenada”.	 Tradicionalmente	 se	 ha	
entendido	que	la	defensa	del	huésped	se	ejerce	tanto	por	mecanismos	de	inmunidad	
innata	 como	 adaptativa.	 La	 inmunidad	 innata	 reacciona	 instantáneamente	 al	
encuentro	del	organismo	con	un	patógeno	y	se	ha	considerado	como	inespecífica	e	
incapaz	 de	 construir	 una	 respuesta	 elaborada	 de	memoria.	 Por	 el	 contrario,	 las	
respuestas	inmunitarias	adaptativas	pueden	reconocer	específicamente	patógenos	





entre	 otros	 [298].	 Para	 ciertos	 autores	 la	 inmunidad	 innata	 puede	 ser	 capaz	 de	
mostrar	características	adaptativas	y	ofrecer	mecanismos	de	protección	frente	a	la	
reinfección,	 de	 forma	 independiente	 a	 la	 generada	 por	 la	 inmunidad	 adaptativa.	
Siendo	 a	 esto	 a	 lo	 que	 denominan	 “inmunidad	 entrenada”	 [74].	 La	 inmunidad	
entrenada	 se	 manifiesta	 como	 protección	 contra	 la	 reinfección	 por	 patógenos	
iguales	o	diferentes.	Sería	inespecífica,	proporcionando	un	estado	de	alerta	frente	a	
cualquier	patógeno,	pero	durante	un	tiempo	más	corto	que	la	inmunidad	adaptativa	
[80].	 Estaría	 mediada	 por	 macrófagos	 y	 células	 natural	 killer	 y	 se	 postula	 que	
representa	un	mecanismo	de	reprogramación	epigenética	que	activa	los	niveles	de	
una	serie	de	genes	implicados	en	la	inmunidad	innata	[299].	









suplementaria,	 se	 ha	 observado	 que	 puede	 potenciar	 la	 resiliencia	 de	 las	 células	
inmunitarias	[305‐307]	y	proteger	frente	a	desafíos	posteriores	in	vivo	[307].	A	nivel	
molecular,	 la	 mediación	 del	 efecto	 de	 los	 betaglucanos	 se	 ejerce	 aumentando	
liberación	 de	 citoquinas	 inflamatorias	 a	 infecciones	 posteriores	 con	 patógenos	


































Figura	 3.1:	 Diseño	 experimental	 utilizado	 para	 evaluar	 el	 efecto	 in	 vitro	 del	 inmunoestimulante	
betaglucano.	
La	 línea	 celular	 ZF4	 es	 de	 origen	 embrionario	 pero	 su	 validez	 como	modelo	 de	
estudio	de	respuesta	inmune	está	bien	establecido	en	el	campo	[118,	319,	320]	y	es		
susceptible	 a	 infecciones	 con	 rhabdovirus	 [184,	197].	En	 las	 células	 tratadas	 con	
Zym‐Bgc	existe	un	incremento	significativo	de	la	expresión	de	tránscritos	de	todos	
los	 genes	 analizados	 (Figura	 3.2)	 con	 respecto	 al	 control	 no	 infectado.	 De	 igual	
forma,	la	posterior	infección	con	SVCV	también	supone	un	aumento	en	la	expresión	


































































































Datos	 similares	 han	 sido	 observados	 tanto	 in	 vitro	 como	 in	 vivo	 en	 pez	 cebra,	
determinado	tanto	tránscritos	como	proteína	IL‐1B	[93,	323,	324].			









con	 respecto	a	 las	no	 tratadas.	Esto	 sugiere	que	el	betaglucano	podría	 ser	usado	
profilácticamente	frente	a	infecciones	virales.	Existen	estudios	en	peces	que	ponen	









varios	 genes	 vinculados	 al	 sistema	 inmune	 innato,	 en	 respuesta	 a	 la	 inyección	






estudiados	 el	 nivel	 de	 tránscritos	 aumenta	 justo	 inmediatamente	 después	 de	 la	







Figura	 3.5:	 Expresión	 de	 tránscritos	 de	 genes	 de	 citoquinas	 inflamatorias	 y	 estimuladores	 de	 la	
respuesta	de	interferón	en	muestras	de	órganos	de	peces	tratados	con	betaglucano	a	diferentes	tiempos.	
El	 comportamiento	 de	 la	 expresión	 de	 tránscritos	 de	 los	 genes	 tlr2	 y	 nod2	 en	






















El	resultado	se	muestra	en	 la	Figura	3.7	en	 la	cual	se	observan	diferencias	en	 los	





con	 SVCV.	 Siendo	 una	 de	 las	 pocas	 evidencias	 de	 actividad	 antiviral	 por	 un	
tratamiento	previo	de	betaglucanos	en	peces.	 	 Igualmente,	al	determinar	 la	carga	





frente	 a	 la	 infección	 viral,	 pero	 en	 nuestro	 caso	 solo	 queríamos	 establecer	 si	 un	
compuesto,	 en	principio	 de	 origen	 fúngico,	 puede	 establecer	 en	 el	 organismo	un	
estado	 de	 protección	 frente	 a	 un	 patógeno	 no	 relacionado,	 como	 es	 el	 virus,	
poniendo	de	manifiesto	el	efecto	de	la	inmunidad	entrenada.	Hay	trabajos	realizados	




La	 protección	 de	 los	 betaglucanos	 frente	 a	 infecciones	 bacterianas,	 ha	 sido	
identificada	por	varios	autores,	mostrando	que	mejora	la	supervivencia	de	los	peces	
frente	 a	 patógenos	 bacterianos	 [315,	 330‐333].	 Nuestros	 experimentos	 han	














































































































estudio.	A)	%	 de	 supervivencia	 en	 cada	 grupo	 de	 estudio	 a	 8	 días	 post	 infección	 en	 peces	 inyectados	 con	




Paralelamente	 a	 este	 estudio,	 un	 grupo	 de	 peces	 previamente	 inyectados	 con	
betaglucano	fue	sometido	a	una	infección	con	SVCV	y	se	determinó	la	expresión	de	







tránscritos	 de	 tlr2	 y	 nod2	 desencadenantes	 de	 la	 respuesta	 inmune	 innata,	
observamos	su	aumento	ya	a	los	2	días	post	administración,	pero	en	el	caso	tlr2	se	
mantuvo	incrementada	a	lo	largo	de	todo	el	estudio;	y	para	el	gen	nod2	también	se	





















citoquinas	 [165].	 En	 truchas	 por	 ejemplo	 se	 ha	 observado	 un	 aumento	 de	 estas	
citoquinas	durante	infecciones	bacterianas	[334],	virales	[335]	y	de	parásitos	[336].	
Otras	 citoquinas	 inflamatorias	 como	 es	 el	 caso	 de	 il‐8	 e	 il‐10	 mostraron	 niveles	
incrementados	de	expresión	tras	la	infección	con	SVCV,	algo	lógico	si	tenemos	en	el	
establecimeinto	 de	 una	 respuesta	 inflamatoria,	 coincidiendo	 con	 otros	 trabajos	
publicados	de	infecciones	con	virus	[315].	Otro	resultado	interesante	que	podemos	
observar	es	el	aumento	de	la	expresión	de	los	genes	antivirales	ifn‐phi1	(Figura	3.8a)	












Los	 resultados	 obtenidos	 en	 este	 trabajo	 acerca	 del	 comportamiento	 de	 algunos	
genes	vinculados	al	sistema	inmune	innato,	nos	ayudarían	en	la	comprensión	de	una	
nueva	 estrategia	para	 el	 control	 de	 enfermedades	 víricas.	 Estudios	 realizados	 en	
peces	 previamente	 tratados	 con	 betaglucanos	 y	 posteriormente	 sometidos	 a	
infecciones	bacterianas,	refieren	una	protección	alta	precisamente	por	el	efecto	de	
la	 aplicación	 del	 betaglucano	 [315,	 332,	 337,	 338].	 Hasta	 la	 fecha	 no	 existe	
descripción	 en	 literatura	 del	 efecto	 en	 pez	 cebra	 de	 un	 tratamiento	 previo	 con	
betaglucanos	y	posteriormente	infección	con	virus	SVCV.		
Precisamente	 al	 recordar	 los	 resultados	 obtenidos	 en	 el	 capítulo	 de	 epigenética,	
comprobamos	que	los	genes	analizados	en	este	apartado,	resultaban	activados	tras	
una	 infección	 con	 SVCV.	 Sin	 embargo,	 en	 esta	 parte	 del	 trabajo,	 tras	 revisar	 la	

























































infección	 que	 los	 peces	 infectados	 sin	 tratar	 con	 betaglucano.	 Siendo	 la	
primera	 vez	 que	 se	 muestra	 el	 uso	 de	 betaglucanos	 en	 la	 protección	 de	
infecciones	posteriores	con	otros	patógenos.		
3. El	 aumento	 de	 la	 expresión	 de	 citoquinas	 inflamatorias	 y	 de	 genes	
relacionados	 con	 la	 detección	 de	 patógenos	 en	 los	 peces	 tratados	
previamente	con	betaglucano	y	posteriormente	infectados	con	SVCV,	sugiere	
que	podría	estar	mediado	por	la	respuesta	previa	presentada	a	la	presencia	



















































































Los	 resultados	 obtenidos	 en	 cada	 uno	 de	 los	 apartados	 de	 esta	memoria	 se	 han	
discutido	en	los	capítulos	correspondientes,	pero	consideramos	pertinente	realizar	
una	 discusión	 general,	 que	 correlacione	 unos	 con	 otros	 y	 aporte	 una	 visión	más	
integradora	del	contenido	de	esta	Memoria	de	Tesis.	
En	los	últimos	años	se	han	incrementado	el	número	de	estudios	que	buscaban	un	






sobre	 el	 cuarto	 residuo	 del	 aminoácido	 lisina	 del	 extremo	 N	 terminal,	 que	 está	
estrechamente	 asociada	 con	 los	 promotores	 de	 los	 genes	 activos	




aumento	 de	 la	 transformación	 de	 monocitos	 en	 macrófagos,	 estos	 últimos	
vinculados	 al	 desarrollo	 de	 una	 respuesta	 inmune	 innata	 [158,	 159].	 Entre	 los	







los	 conjuntos	 de	 genes	mayormente	 activados	 en	 cada	 uno	 de	 los	 tiempos	 post	
infección	 evaluados,	 lo	 que	 nos	 proporcionó	 indicios	 acerca	 de	 los	 procesos	
celulares	 que	 se	 disparan	 tras	 la	 aparición	 de	 una	 infección	 y	 la	 consecuente	












innata	apropiada	[342‐344]	y	 la	posterior	activación	de	 la	 inmunidad	adaptativa.	
Este	proceso	conduce	finalmente	a	la	producción	de	ifn	tipo	1	por	el	organismo	y	de	
otras	 moléculas	 inducidas	 por	 IFN	 y	 citoquinas	 inflamatorias,	 intentado	 así	
restringir	 la	 replicación	 viral	 [345].	 La	 Figura	 13	muestra	 un	 esquema	 final	 que	
representa	cómo	interactúan	los	genes	que	aparecen	a	lo	largo	de	esta	Memoria	en	














347].	 Todos	 estos	 genes	 promueven	 el	 aumento	 de	 la	 expresión	 génica	 de	 otros	
genes	tales	como	ifnphi‐1,	ifnphi‐2,	ifnphi‐4,	las	isoformas	de	mx	y	de	la	proteína	2	
(rsad2),	 todos	ellos	activados	en	nuestro	estudio	durante	 los	primeros	cinco	días	
post	 infección,	 y	 que	 son	 los	 responsables	de	 conferir	 un	 estado	 antiviral	 contra	
SVCV	 [348].	 Si	 ello	 se	 traduce	en	protección	o	 supervivencia	del	pez	es	difícil	de	
evaluar	ya	que	los	peces	son	sacrificados	para	obtener	la	cromatina,	sin	saber	cuales	





a	 una	 activación	 de	 la	 respuesta	 génica,	 y	 tiene	 como	 propósito	 generar	 una	







infección	 que	 en	 el	 estudio	 de	 epigenética	 (1,	 2	 y	 5	 días).	 Un	 primer	 análisis	
numérico	 de	 las	 proteínas	 sobreexpresadas	 en	 cada	 tiempo	 nos	 mostró	 que	 el	
número	total	de	proteínas	disminuía	con	el	tiempo,	lo	cual	podría	estar	relacionado	
con	una	 respuesta	 rápida	que	 luego	no	 se	mantiene,	 bien	por	 ser	una	 activación	
transitoria	de	 la	 expresión,	 o	bien	por	 el	deterioro	del	pez	 conforme	progresa	 la	
infección.	 En	 el	 listado	 de	 las	 proteínas	 identificadas,	 además	 de	 las	 normales	






















inmunidad	 de	 peces	 cebra	 que	 serían	 posteriormente	 desafiados	 con	 SVCV.	 Los	
resultados	obtenidos	ponen	de	manifiesto	que	un	tratamiento	previo	promueve	el	
aumento	 de	 la	 supervivencia	 a	 una	 posterior	 infección	 con	 SVCV,	 lo	 que	 está	
asociado	 a	 un	 incremento	 de	 la	 expresión	 de	 genes	 relacionados	 con	 el	 sistema	
inmune	innato.	Los	resultados	más	interesantes	de	esta	parte	del	estudio	estriban	
en	que	se	obtienen	expresiones	incrementadas	de	los	genes	evaluados	como	son	las	
citoquinas	 inflamatorias	 (il‐1b,	 il‐6	 y	 tnf‐α)	 [101,	 315,	 324]	 y	 las	 moléculas	 de	
reconocimiento	de	patógenos	(tlr2	y	nod2)	[48,	329]	y	los	genes	ifnphi1	y	gig2l,	en	
los	individuos	pre‐tratados	con	betaglucanos	e	infectados	con	SVCV,	en	comparación	
a	 los	 no	 tratados	 con	 betaglucanos.	 En	 general,	 el	 betaglucano	 provoca	 una	
estimulación	por	sí	solo	y	tras	un	segundo	estímulo	con	SVCV	se	consigue	mantener	










de	 betaglucanos	 como	potenciador	 del	 sistema	 inmune	 de	 cara	 a	 incrementar	 la	




de	 generar	 una	 respuesta	 de	 inmunidad	 entrenada.	 Igualmente	 nos	 planteamos	
desarrollar	la	determinación	de	la	expresión	génica	de	gig2	en	células	del	torrente	
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